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Zusammenfassung I 
Zusammenfassung 
Die Entwicklung des Nervensystems ist ein komplexer und umfassend regulierter 
Prozess. Eine wichtige Rolle dabei spielt die räumlich und zeitlich fein abgestimmte 
Aktivität der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren. Sie fördern das Überleben und die 
Differenzierung neuronaler Zellen. Das prototypische Neurotrophin NGF (nerve 
growth factor) stimuliert den Transmembranrezeptor TrkA. Dessen für neuronale 
Zellen spezifische Isoform II lässt sich zusätzlich auch durch Neurotrophin-3 (NT-3) 
aktivieren. Die Deletion von trkA führt im Mausmodell zu schwerwiegendem 
neuronalen Zellverlust und meist binnen eines Monats zum Tode. Beim Menschen 
können Mutationen im trkA-Gen die hereditäre sensorische und autonome 
Neuropathie Typ IV verursachen (HSAN IV, auch CIPA = congenital insensitivity to 
pain with anhidrosis). Diese autosomal rezessiv vererbte Erkrankung äußert sich vor 
allem durch den Verlust von Schmerz- und Temperaturempfinden, der Unfähigkeit zu 
schwitzen und mentaler Retardierung. 
Durch die humanpathogene Mutation R780P in der Nähe des C-Terminus von TrkA 
und der PhospholipaseCγ (PLCγ)-Bindungsstelle kann der Rezeptor nicht mehr 
phosphoryliert werden. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, 
dass sowohl durch NGF- als auch nach NT-3-Stimulation zumindest noch eine 
geringe Aktivierung von nachgeordneten Signaltransduktionskaskaden möglich war. 
Genauere Analysen der Wechselwirkung mit Interaktionspartnern ergaben, dass die 
Bindung von PLCγ1 eingeschränkt war, während Shc unverändert binden konnte. 
Zusätzlich kam es zu einer Störung des intrazellulären Transports von TrkA, durch 
die der Rezeptor nach seiner Internalisierung nicht mehr direkt im Lysosom 
abgebaut, sondern zumindest teilweise zurück zur Oberfläche verbracht wurde. 
Verursacht durch die Mutation R780P zeigte sich außerdem ein Defekt des 
Neuritenwachstums. Diese Effekte gingen einher mit einer Beeinträchtigung der 
Proteinstabilität des mutierten Rezeptors und einer Veränderung der Viabilität 
transient transfizierter Zellen. 
Daher wird ein Modell diskutiert, nach dem die Mutation R780P zur Einordnung des 
Rezeptors in recycelnde Endosomen führt. Dies erlaubt ein Mindestmaß an 
Aktivierung von Effektoren, die jedoch nicht ausreicht, um effektiv Neuritenwachstum 
zu fördern. Dies könnte dem Pathomechanismus entsprechen, der zu einer 
verminderten Innervierung von Schweißdrüsen und Haut der Patienten führt. 
Summary II 
Summary 
The development of the nervous system is a complex and highly regulated process in 
which the exact timing and location of the action of neurotrophins and their receptors 
plays an important role. They support survival and differentiation of neuronal cells. 
The prototypic neurotrophin NGF (nerve growth factor) specifically stimulates the 
transmembrane receptor TrkA. The TrkA Isoform II, which is expressed in neuronal 
cells only, can additionally be activated by Neurotrophin-3 (NT-3). TrkA knockout 
mice suffer from massive neuronal cell loss and most of them die within one month. 
In human patients mutations in the trkA gene can lead to hereditary sensory and 
autonomous neuropathy type IV (HSAN IV or CIPA = congenital insensitivity to pain 
with anhidrosis). This autosomal recessive disorder manifests in loss of pain and 
temperature sensitivity, the inability to sweat and often also mental retardation. 
Due to the human pathogenic mutation R780P close to the C-terminus of TrkA and 
its phospholipaseCγ (PLCγ) binding site, the receptor cannot be phosphorylated 
anymore. In the present work it could be demonstrated that nevertheless downstream 
pathways could still be activated on a reduced level following stimulation with NGF 
and NT-3, respectively. Further analysis of the interaction with binding partners 
revealed that PLCγ1 binding could still be detected but was compromised. However 
the interaction with Shc was unchanged compared to wild type TrkA receptor. In 
addition the R780P mutation led to alterations of intracellular TrkA trafficking. 
Following internalisation the receptor did not enter anymore the lysosomal 
degradative pathway, but – at least to some extent – was recycled back to the cell 
surface. Moreover, the mutation R780P led to defects in neurite outgrowth. These 
effects were accompanied by an impairment of protein stability of the mutated 
receptor and changes in the viability of transiently transfected cells. 
Hence a model is discussed in which the mutation R780P leads to the sorting of the 
receptor into recycling endosomes which allows a minimum of downstream pathway 
activation. Still, this activation is not sufficient to promote neurite outgrowth. These 
alterations could contribute to the pathomechanism leading to impaired innervation of 
sweat glands and skin in HSAN IV patients. 
 
Einleitung 1 
1 Einleitung 
Das Nervensystem mit seinen vielfältigen Verschaltungen und der daraus resultieren-
den hohen Komplexität dient als oberstes Koordinierungsorgan. Die Grundeinheit der 
Informationsaufnahme, -verarbeitung und -weiterleitung stellen die Neuronen 
(Nervenzellen) dar. 
 
1.1 Zellen des Nervensystems 
Neuronen sind gegliedert in Perikaryon (Zellkörper, Soma), Dendriten und Axone, 
wobei die beiden letztgenannten auch zu Neuriten zusammengefasst werden. Das 
Perikaryon ist das biosynthetische Zentrum der Zelle. Es enthält den Zellkern und die 
Zellorganellen. Von hier aus werden die Neuriten mit Nährstoffen versorgt. Am 
Perikaryon entspringen die Dendriten, die meist nur wenige Millimeter lang werden, 
sich aber stark verzweigen. Durch diese Verästelungen können sie Kontakte mit 
vielen anderen Zellen knüpfen und so Signaleingänge von anderen Neuronen 
erhalten. Diese werden an das Perikaryon weitergeleitet, verarbeitet und wiederum 
weitergeleitet. Das Axon schließlich entspringt als wenige Millimeter bis ein Meter 
langer Zellfortsatz am Axonhügel des Perikaryons. Es kann sich in zahlreiche 
Seitenäste (Kollaterale) aufspalten. Die Informationsleitung entlang des Axons erfolgt 
über elektrische Signale zur terminalen Verzweigungsregion des Neurons. Dort 
dienen chemische Überträgersubstanzen, so genannte Neurotransmitter, zur 
Signalübertragung über die Synapse zur Folgezelle (Bear, 2009; Reichert, 2000). 
Da Neuriten in Bezug auf ihre Dicke außerordentlich lang werden können, bedürfen 
sie einer mechanischen Versteifung. Diese Aufgabe übernimmt das axonale 
Cytoskelett, bestehend aus Mikrotubuli, Neurofilamenten und Actinfilamenten. Diese 
schaffen außerdem noch einen Leit- und Transportmechanismus. So existiert 
zusätzlich zur langsamen Massenströmung, die Filamentproteine und Enzyme vom 
Perikaryon in die Synapsenregion bringt, noch ein schneller, ATP-abhängiger 
Transportmechanismus entlang der Mikrotubuli. Auf diese Weise wird in Vesikel 
verpackte Ladung, die zur Versorgung der Neuriten notwendig ist, anterograd zur 
Synapsenregion transportiert oder Abfallprodukte retrograd zum Abbau zurück zum 
Perikaryon gebracht (Reichert, 2000). 
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Neben Neuronen besteht das Nervensystem hauptsächlich aus Gliazellen. Sie 
umhüllen stets die Neuronen und sorgen unter anderem für eine weitere 
mechanische Stabilisierung, Stoffaustausch und die elektrische Isolierung. Im 
Unterschied zu den ausdifferenzierten Neuronen bleiben sie zeitlebens teilungsfähig. 
Um die Axone von Nervenzellen bilden sich besondere Gliascheiden. Im peripheren 
Nervensystem (PNS) bestehen sie aus Schwann-Zellen, im zentralen Nervensystem 
(ZNS) aus Oligodendrocyten. Durch spiralige Windung um das Axon bilden sie eine 
wirksame elektrische Isolierung, die Myelin- oder Markscheide. Diese wird in 
regelmäßigen Abständen durch die Ranvier-Schnürringe unterbrochen, die eine 
schnelle saltatorische Erregungsleitung ermöglichen (Bear, 2009; Reichert, 2000). 
Die Entwicklung des Nervensystems ist ein komplexer und präzise regulierter 
Prozess. Eine Regulationsinstanz ist der programmierte Zelltod (Apoptose). 
Neuronen werden im Laufe der Entwicklung erst im Überfluss ausgebildet und ihre 
Anzahl später wieder reduziert (Oppenheim, 1991; Purves, 1988). Eine Erklärung 
hierfür liefert die neurotrophe Hypothese. Danach ist das Überleben von Neuronen 
abhängig von der Verfügbarkeit neurotropher Faktoren. Diese werden von den 
Zielzellen in begrenzter Menge sezerniert. Die Neuronen konkurrieren um die 
neurotrophen Faktoren, letztendlich überleben nur die adäquat ihre Zielregionen 
innervierenden Neuronen, die von ihren Zielzellen mit neurotrophen Faktoren 
versorgt werden. Auf diese Weise wird die Anzahl der innervierenden Neuronen der 
Größe und den Bedürfnissen des Zielgebietes angepasst (Barde, 1989; Davies, 
1994; Reichardt und Farinas, 1997). 
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1.2 Neurotrophine und ihre Rezeptoren 
Neurotrophine bilden eine Familie kleiner, strukturell ähnlicher Moleküle, welche die 
Entwicklung und den Erhalt des Nervensystems regulieren. Sie besteht bei 
Säugetieren aus dem Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor, NGF), dem 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), sowie den Neurotrophinen-3 (NT-3) und 
-4/5 (NT-4/5) (Bibel und Barde, 2000; Ibánez, 1998). Die Neurotrophine werden von 
Neuronen, aber auch von vielen weiteren Zelltypen synthetisiert und sezerniert 
(Sofroniew et al., 2001; Thoenen, 1995). Die Signalrezeption erfolgt an der Zielzelle 
über zwei unterschiedliche Rezeptortypen: Zum einen über den Neurotrophinrezeptor 
p75, zum anderen über die „tropo-myosin-related kinases“ (Trk), die als Trk-
Rezeptoren bezeichnet werden (Patapoutian und Reichardt, 2001). Das 
Zusammenspiel der Rezeptoren und ihrer Liganden ermöglicht so verschiedene 
Signale wie Zelltod oder -überleben (Bibel und Barde, 2000). 
 
1.2.1 Neurotrophine 
Die Neurotrophine werden als Prä-Proproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 
30 – 35 kDa synthetisiert. Die Abspaltung des Signalpeptids, das die Proteine für den 
sekretorischen Weg kennzeichnet, führt zur Proform der Neurotrophine. Durch die 
weitere Prozessierung entsteht die reife Form von etwa 13 kDa. Die beiden 
letztgenannten Formen werden in unterschiedlichen Anteilen sezerniert und liegen in 
Lösung als nicht kovalent verbundene Homodimere vor. Die biologische Aktivität der 
Pro-Neurotrophine konnte bisher für Pro-NGF und Pro-BDNF nachgewiesen werden. 
In seiner Pro-Form besitzt NGF eine gesteigerte Affinität zum p75-Rezeptor, 
verglichen mit der fertig prozessierten Form von NGF, die eine höhere Affinität für 
den für NGF spezifischen TrkA-Rezeptor aufweist. Vergleichbares wurde für Pro-
BDNF und BDNF festgestellt (Barde, 1990; Boutilier et al., 2008; Chao und Bothwell, 
2002; Kolbeck et al., 1994; Lee et al., 2001; Ibánez, 1998; Seidah et al., 1996). 
Die Neurotrophine besitzen alle einen sehr basischen isoelektrischen Punkt. Diese 
Eigenschaft ist eher ungewöhnlich für sezernierte Proteine, könnte aber bewirken, 
dass die Neurotophine ihre Wirkung nur in der näheren Umgebung der Zielzelle 
entfalten (Bibel und Barde, 2000). 
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Wurde NGF zuerst im Zusammenhang mit seiner Fähigkeit beschrieben, das 
Nervenwachstum von sensorischen und sympathischen Nervenfasen zu fördern, so 
sind mittlerweile viele weitere Funktionen beschrieben worden (Bueker, 1948; Levi-
Montalcini und Hamburger, 1951). Sie reichen von Aufgaben in der Entwicklung von 
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen, über die Beeinflussung von Phänotyp und 
Funktion adulter Neuronen bis hin zu einer Rolle im Immunsystem (Levi-Montalcini, 
1995; Sofroniew et al., 2001). 
 
1.2.2 Neurotrophinrezeptoren 
Die Neurotrophine entfalten ihre Wirkung entweder durch die Bindung an den 
Neurotrophinrezeptor p75, der alle prozessierten Neurotrophine mit gleicher Affinität 
bindet, oder durch die Bindung an ihren spezifischen Trk-Rezeptor (Halböök et al., 
1991; Johnson et al., 1986; Rodriguez-Tebar et al., 1990; Rodriguez-Tebar et al., 
1992). Dabei gilt im Allgemeinen, dass NGF an TrkA, BDNF und NT-4/5 an TrkB und 
NT-3 an TrkC binden (Berkemeier et al., 1991; Kaplan et al., 1991; Klein et al., 
1991a; Klein et al., 1991b; Lamballe et al., 1991). Abhängig von der im zellulären 
Kontext exprimierten Isoform der Trk-Rezeptoren und der Konzentration der 
Neurotrophine, können sich jedoch auch Abweichungen von diesen Bindungs-
vorlieben ergeben (Barbacid, 1994; Clary und Reichardt, 1994; Ip et al., 1993). 
Hierauf wird später nochmals genauer eingegangen (1.2.2.2). 
 
1.2.2.1 Der Neurotrophinrezeptor p75 
p75 ist ein glycosylierter Transmembranrezeptor von ca. 75 kDa. Er gehört zur 
Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (tumour necrosis factor receptor, 
TNFR) (Barker et al., 1994). Im extrazellulären Bereich befinden sich vier Cystein-
reiche Domänen (Cystein-rich domains), von denen die dritte in die Interaktion mit 
den Neurotrophin-Liganden involviert ist (Yan und Chao, 1991). Der Rezeptor p75 
besitzt im Unterschied zu den Trk-Rezeptoren keine Kinaseaktivität (Smith et al., 
1994). Intrazellulär liegt jedoch die so genannte Todesdomäne (death domain), die 
eine Rolle bei der Induktion der Apoptose spielt (Liepinsh et al., 1997). Wahr-
scheinlich vermittelt sie diese Funktion durch Protein-Protein-Wechselwirkungen 
(Boldin et al., 1995; Song et al., 1994). 
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Die Funktionen von p75 sind jedoch vielfältiger. Neben der Einleitung der Apoptose 
kann p75 auch das Überleben fördern (Lee et al., 2001; Rabizadeh et al., 1993). 
Unabhängig davon erhöht er durch die Interaktion mit den Trk-Rezeptoren deren 
Spezifität für ihre bevorzugten Liganden, während er gleichzeitig zu einer verstärkten 
Reaktion der Trk-Rezeptoren auf dieselben führt (Hempstead et al., 1991; Roux und 
Barker, 2002). Es ist jedoch noch immer kontrovers, ob p75 direkt mit den Trk-
Rezeptoren interagieren kann oder seine Funktionen vielmehr auf indirekte Weise 
ausübt (Barker, 2007; Wehrman et al., 2007). 
 
1.2.2.2 Die Trk-Rezeptoren 
Das erste bekannte Mitglied der Familie der Trk-Rezeptoren wurde als ein Onkogen 
beschrieben, bei dem Tropomyosin mit einer bis dahin unbekannten Kinasedomäne 
fusioniert war (Martin-Zanca et al., 1986). Die Charakterisierung des zugehörigen 
Protoonkogens ergab, dass es sich um ein Transmembranprotein handelte, das 
strukturell den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen zugehörig war. Bald darauf wurde 
festgestellt, dass es sich bei diesem TrkA (tropomyosin related kinase A) genannten 
Rezeptor um einen NGF-Rezeptor handelte (Martin-Zanca et al., 1989; Kaplan et al., 
1991; Klein et al., 1991a). TrkB und TrkC wurden wenig später durch 
Sequenzvergleiche entdeckt (Klein et al., 1989; Lamballe et al., 1991). 
Wie bereits geschildert, bevorzugen die Trk-Rezeptoren im Gegensatz zum 
Neurotrophinrezeptor p75 gewisse Bindungen (siehe Abb. 1, durchgezogene Linien), 
die unter anderem durch die Interaktion der Rezeptoren mit p75 verstärkt werden 
können. So kann TrkB von BDNF, NT-3 und NT-4/5 aktiviert werden. Wird p75 
jedoch koexprimiert, führt nur noch BDNF zur Aktivierung des Rezeptors (Bibel et al., 
1999; Klein et al., 1991b). Vergleichbares wurde für eine Isoform von TrkB 
beschrieben. Besitzt der Rezeptor im juxtamembranen Teil der extrazellulären 
Domäne zusätzliche Aminosäuren, kann er sowohl von BDNF als auch von NT-3 und 
NT-4/5 aktiviert werden. Die kürzere Variante zeigt dagegen eine erhöhte Spezifität 
für BDNF (Strohmaier et al., 1996). Auch TrkA weist eine entsprechend längere 
Isoform auf (genannt TrkA II) (Barker et al., 1993). Hier gibt es jedoch wider-
sprüchliche Ergebnisse. So konnte in PC12NNR5-Zellen, Pheochromocytoma-Zellen, 
die endogen kein TrkA exprimieren, eine verbesserte Aktivierung durch NT-3 
nachgewiesen werden (Clary und Reichardt, 1994). In Fibroblasten zeigte sich 
hingegen keine erhöhte Spezifität für NT-3 (Barker et al., 1993). Die kurzen, 
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zusätzlichen Aminosäuresequenzen könnten aufgrund ihrer Lage direkt an der 
Ligandenbindung beteiligt sein. Die Auflösung der Kristallstruktur eines NGF-TrkA-
Komplexes erfolgte kürzlich mit der TrkA Isoform II. Eine direkte Interaktion scheint 
möglich, wird von den Autoren jedoch nicht näher erörtert. Interessant wäre in 
diesem Zusammenhang auch die Darstellung der Bindung von NT-3 an TrkA II, um 
trotz der sehr ähnlichen Struktur der Neurotrophine mögliche Unterschiede in der 
Bindung feststellen zu können (Abb. 1) (Ibánez, 1998; Wehrman et al., 2007). 
 
 
Abb. 1: Neurotrophine und ihre Rezeptoren 
Alle Neurotrophine binden mit gleich hoher Affinität an den Neurotrophinrezeptor p75. 
Zusätzlich gibt es noch die spezifischen Rezeptoren. Dabei geben durchgezogene Linien 
Bindungspräferenzen an. Gestrichelte Linien zeigen mögliche Interaktionen an, die aber von 
Faktoren wie der Neurotrophinkonzentration, der exprimierten Rezeptorisoform und der 
Anwesenheit von p75 abhängig sind. 
 
Über die Strukturelemente der Trk-Rezeptoren ist einiges bekannt. Sie sind sehr 
ähnlich aufgebaut und besitzen ein Molekulargewicht von ca. 140 – 145 kDa (Klein et 
al., 1991a; Klein et al., 1991b). Diese Strukturelemente sollen hier anhand des 
prototypischen Trk-Rezeptors TrkA näher erläutert werden (Abb. 2). Der Rezeptor 
besitzt im extrazellulären Bereich drei Leucin-reiche Wiederholungen (Leucin-rich 
repeats), die von zwei Cystein-Clustern eingerahmt werden. Näher zu der einzelnen 
Transmembrandomäne gelegen befinden sich außerdem zwei Immunglobulin 
p75 TrkA TrkB TrkC 
NGF BDNF NT-3 NT-4/5 
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(Ig)-ähnliche Domänen vom Typ C2 (Schneider und Schweiger, 1991; Urfer et al., 
1995). Durch die Auflösung der Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass nur die 
Ig-ähnliche Domäne proximal zur Membran an der NGF-Bindung beteiligt ist (Urfer et 
al., 1998; Wehrman et al., 2007; Wiesmann et al., 1999). Beide Ig-ähnlichen 
Domänen könnten außerdem eine Rolle bei der Verhinderung von Dimerisierung und 
spontaner Aktivierung ohne Ligandenbindung spielen (Arévalo et al., 2000; Arévalo 
et al., 2001). 
 
 
 
 
Abb. 2: Die Struktur des TrkA-Rezeptors 
Der Rezeptor gliedert sich in einen extrazellulären Bereich, eine einzelne 
Transmembrandomäne (TM) und einen intrazellulären Teil. NGF bindet an die Ig-ähnliche 
Domäne proximal zur Membran. Intrazellulär befinden sich die phosphorylierbaren 
Tyrosinreste. Die wichtigsten sind als rote Striche dargestellt. Die Benennung der 
Tyrosinreste orientiert sich an der TrkA Isoform II. Die Kinasedomäne ist dunkelblau 
unterlegt. Dargestellt ist ein Rezeptordimer mit gebundenem NGF. 
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Durch alternatives Splicing können die zwei TrkA-Isoformen TrkA I und TrkA II 
entstehen. Diese unterscheiden sich durch eine 18 bp lange DNA-Sequenz bzw. ein 
6 Aminosäuren langes Polypeptid, welches in TrkA II zusätzlich vorhanden ist. Die 
Insertionsstelle befindet sich zwischen der zweiten Ig-ähnlichen Domäne und der 
Plasmamembran, entsprechend den Aminosäuren der Positionen 393-398. Obwohl 
die längere Isoform II für neuronale Zellen spezifisch ist, wurde sie erst nach der 
ursprünglichen Isoform I kloniert, die nur in nicht-neuronalen Zellen vorkommt 
(Martin-Zanca et al., 1989; Meakin et al., 1992; Barker et al., 1993). Die Position 
dieses Einschubs korreliert mit der Bruchstelle, die in mehreren TrkA-Onkogenen 
beschrieben wurde (Barker et al., 1993). 
Intrazellulär befindet sich die Kinase-Domäne des Rezeptors. Durch Dimerisierung 
zweier Rezeptoren kommt es zur Aktivierung durch Autophosphorylierung. Diese 
geschieht zuerst bei den Tyrosin-Resten der Kinase-Domäne (Y676, Y680, Y681). 
Dadurch können weitere Tyrosin-Reste phosphoryliert werden (Y496, Y791), was in 
der Folge zur Auslösung von Signaltransduktionskaskaden führt (siehe Kapitel 1.3) 
(Schlessinger und Ullrich, 1992; Ullrich und Schlessinger, 1990; Huang und 
Reichardt, 2003). 
Die von den Trk-Rezeptoren wahrgenommenen Funktionen sind vielfältig. Sie 
regulieren Proliferation und Überleben und beeinflussen das Wachstum von Axonen 
und Dendriten, die Bildung des Cytoskeletts und die retrograde Signaltransduktion 
(Huang und Reichardt, 2003). 
 
1.2.3 Verteilung der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren 
Die Neurotrophine sind während der Entwicklung und im adulten Organismus in sehr 
unterschiedlichen Mengen und Mustern über das periphere und zentrale 
Nervensystem verteilt. Zu Beginn der Entwicklung wird als erstes Neurotrophin NT-3 
in größeren Mengen exprimiert. Die Konzentration sinkt dann jedoch wieder ab und 
ist im adulten Gehirn stark reduziert. Dies könnte einen Hinweis darauf liefern, dass 
NT-3 gerade während der frühen Entwicklung eine wichtige Rolle für das Überleben 
und die Differenzierung von Neuronen spielt (Bernd, 2008; Ernfors et al., 1990; 
Maisonpierre et al., 1990). NT-3 unterstützt im Speziellen das Überleben sym-
pathischer und sensorischer Neuronen im PNS und cholinerger Neuronen des 
basalen Vorderhirns im ZNS (Avila et al., 1993; Birren et al., 1993; Zhou et al., 1996). 
Etwas später setzt in der Entwicklung die Expression von BDNF ein. Im adulten ZNS 
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der Säuger finden sich die höchsten Konzentrationen im Hippocampus und im Cortex 
(Bernd, 2008; Chao et al., 2006; Hofer et al., 1990). NGF wird im PNS von einer 
Reihe nicht-neuronaler Zielzellen sympathischer und sensorischer Neuronen 
exprimiert. Für die meisten Zellen gilt dies auch im adulten Organismus. Zusätzlich 
ist eine dynamische Regulation der NGF-Menge als Antwort auf Stimuli wie zum 
Beispiel Verletzungen möglich (Levi-Montalcini, 1995; Levi-Montalcini et al., 1996). 
Auch Zellen im ZNS produzieren während der Entwicklung und im adulten 
Organismus NGF. Dabei handelt es sich vor allem um die corticalen Zielzellen 
cholinerger Neuronen des basalen Vorderhirns, Neuronen des Hippocampus und des 
Striatums, sowie Astrocyten und Microglia im gesamten ZNS (Abiru et al., 1998; 
Bizon et al., 1999; French et al., 1999; Gall und Isackson, 1989; Pascual et al., 1998; 
Pitts und Miller, 2000).  
Die Expression der Trk-Rezeptoren ist der ihrer Neurotrophine ähnlich. So findet sich 
TrkA im PNS in sympathischen Neuronen und in kleinen bis mittelgroßen 
sensorischen Neuronen der Thermo- und Nozizeption (Huang und Reichardt, 2001; 
Ruit et al., 1990; Verge et al., 1989). Im ZNS sind es vor allem Mikroglia und die 
cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns. Im letztgenannten Zelltyp nimmt die 
TrkA-Expression im alternden Organismus ab (Elkabes et al., 1998; Holtzman et al., 
1992; Mufson et al., 1997). TrkB und TrkC werden in weiten Teilen des peripheren 
und zentralen Nervensystems exprimiert. Dabei findet sich TrkB unter anderem in 
den sensorischen Neuronen der Hirnnerven- und Spinalganglien und den 
Motoneuronen des Rückenmarks, TrkC in den großen sensorischen Neuronen der 
Spinalganglien, in Motoneuronen und in den noradrenergen Neuronen des Locus 
coeruleus (Ibánez, 1995). 
Der Neurotrophinrezeptor p75 wird weit verbreitet exprimiert, vor allem während der 
Entwicklung. So kann er in vielen Zellen mit den Trk-Rezeptoren interagieren, zum 
Teil kommt er aber auch als einziger Neurotrophinrezeptor vor. Im PNS findet sich 
p75 in sympathischen und sensorischen Neuronen, in α-Motoneuronen und in 
Schwann-Zellen (Ernfors et al., 1989; Heumann et al., 1987; Ruit et al., 1990; Verge 
et al., 1989; Wood et al., 1990), im ZNS vor allem in den cholinergen Neuronen des 
Vorderhirns und Oligodendrocyten (Casaccia-Bonnefil et al., 1996; Kumar et al., 
1993; Longo et al., 1993). Im adulten Organismus ist die p75-Expression im Ver-
gleich zur Entwicklung reduziert, zum Beispiel in Schwann-Zellen aber immer noch 
erheblich (Koh und Higgins, 1991). 
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1.3 Signaltransduktion der Trk-Rezeptoren 
Die intrazelluläre Signalübertragung durch die Trk-Rezeptoren wird, wie bei anderen 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen auch, durch phosphorylierbare Tyrosinreste vermittelt. 
Deren Autophosphorylierung in trans ist die Folge der Ligandenbindung im 
extrazellulären Bereich und der darauf folgenden Rezeptordimerisierung. Dadurch 
wird die Rekrutierung von Adaptermolekülen ermöglicht, welche die entsprechenden 
Signale weiterleiten (Huang und Reichardt, 2003). Die negativ geladenen 
phosphorylierten Tyrosinreste der Aktivierungsschleife der Kinasedomäne führen 
durch die Paarung mit basischen Resten in ihrer Nähe zu einer Potenzierung der 
Tyrosinkinaseaktivität (Cunningham und Greene, 1998). Daneben führt die 
Ligandenbindung auch zur Internalisierung der Rezeptoren durch Endocytose und 
ihrem retrograden Transport zum Perikaryon (Howe und Mobley, 2005). 
 
1.3.1 Retrograder Transport und die „Signalling Endosome“-Hypothese 
Der besondere Aufbau der Nervenzellen mit ihren bis zu 1 m langen Fortsätzen 
erfordert eine retrograde Signalübertragung vom Axonende zum Perikaryon, damit 
die Zelle auf die dort herrschenden Bedingungen wie die An- oder Abwesenheit von 
Neurotrophinen reagieren kann (Cosker et al., 2008; Ibánez, 2007).  
Der Transport der aktivierten Rezeptoren beginnt mit ihrer Endocytose, die über 
verschiedene Mechanismen erfolgen kann. Dabei handelt es sich um die Clathrin-
abhängige Endocytose, die durch das Protein Pincher vermittelte Endocytose und 
möglicherweise die Caveolin-abhängige Endocytose (Abb. 3). 
Dass die Trk-Rezeptoren Clathrin-abhängig internalisiert werden können, ist bereits 
seit längerem bekannt. Damals beobachtete man, dass die Gabe von NGF in 
Pheocromocytoma (PC12)-Zellen und Kulturen von Neuronen der Spinalganglien 
(dorsal root ganglion, DRG) zum einen zu einer Assoziation von Clathrin mit der 
Plasmamembran führte (Beattie et al., 2000; Grimes et al., 1996; Howe et al., 2001). 
Zum anderen induzierte NGF die Bildung von Komplexen von aktiviertem TrkA mit 
den schweren Ketten des Clathrins und dem Clathrin-Adapterprotein AP2 (Howe et 
al., 2001). Die Isolation von Clathrin-beschichteten Vesikeln (Clathrin coated 
vesicles, CCVs) aus diesen Zellen ergab, dass diese neben NGF, das an aktiviertem 
TrkA gebunden war, auch aktivierte Effektoren der MAP (Mitogen-activated protein)-
Kinase-Kaskade enthielten (siehe Kapitel 1.3.2) (Howe et al., 2001). Des Weiteren 
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konnte beobachtet werden, dass die Internalisierung Dynamin-abhängig erfolgte, was 
zusätzlich auf eine Beteiligung der CCVs hindeuten könnte. Es konnte bisher jedoch 
nicht ausgeschlossen werden, dass auch Caveolin-vermittelte Endocytose eine Rolle 
bei der Internalisierung der TrkA-Rezeptoren spielen könnte, da auch hier eine 
Dynamin-Abhängigkeit besteht (Nabi und Le, 2003; Zweifel et al., 2005). Caveoline 
sind Membranproteine. Sie bilden Oligomere und führen zur Bildung von Membran-
einstülpungen, die Caveolae genannt werden (Stan, 2002). 
 
Abb. 3: Übersicht über die möglichen Endocytosewege des TrkA-Rezeptors 
Die meisten Hinweise gibt es darauf, dass NGF-TrkA Clathrin-vermittelt internalisiert wird. 
Jedoch findet man in PC12-Zellen auch eine Lokalisierung von TrkA mit Caveolin-ähnlichen 
Domänen, so dass eine Beteiligung von Caveolin an der Endocytose von TrkA denkbar ist. 
Unabhängig davon führt die Störung der Pincher-vermittelten Macroendocytose zu einer 
generellen Unterbindung der Internalisierung (aus: Zweifel et al., 2005). 
 
Eine Caveolin-abhängige Internalisierung ist bereits für eine andere Rezeptor-
tyrosinkinase, den „epidermal growth factor“(EGF)-Rezeptor beschrieben worden. 
Hier zeigte sich auch, dass der Internalisierungsmechanismus von der EGF-
Konzentration abhängig war. Bei geringen EGF-Konzentrationen erfolgte Clathrin-
abhängige Endocytose, höhere Konzentrationen führten zu Caveolin-abhängiger 
Internalisierung. Letztere ging außerdem mit einer Ubiquitinierung des Rezeptors 
einher (Aguilar und Wendland, 2005; Chen und De Camilli, 2005; Sigismund et al., 
2005). Monoubiquitinierungen sind bei Hefen schon seit längerem als 
Internalisierungssignal bekannt und es zeigt sich immer mehr, dass dies auch bei 
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Säugetieren eine Rolle spielt (Welchman et al., 2005). Die Ubiquitinierung ist im Falle 
des EGF-Rezeptors ein von Clathrin unabhängiges Internalisierungssignal (Chen und 
De Camilli, 2005; Sigismund et al., 2005). Eine Ubiquitinierung der Trk-Rezeptoren, 
zum einen durch TRAF-6, zum anderen durch Nedd4-2, konnte bereits 
nachgewiesen werden. Zumindest für TRAF-6 wurde auch ein Einfluss auf die 
Rezeptorinternalisierung gezeigt. Die Relevanz für die Internalisierung der Trk-
Rezeptoren muss jedoch erst noch näher charakterisiert werden (Arévalo und Wu, 
2006; Geetha et al., 2005; Wooten und Geetha, 2006). 
Eine alternative Möglichkeit zur Clathrin-unabhängigen Internalisierung stellt die 
Pincher-vermittelte Endocytose von NGF-TrkA-Komplexen dar. Pincher ist ein 
Membrantransportprotein, dessen Überexpression in PC12-Zellen und sym-
pathischen Neuronen die Liganden-abhängige Makroendocytose von TrkA an 
Faltungen der Plasmamembran verstärkt (Shao et al., 2002; Valdez et al., 2005). 
Pincher ist nicht in der Nähe von Clathrin-beschichteten Einstülpungen lokalisiert. 
Trotzdem verhindert eine dominant-negative Form von Pincher die Internalisierung 
von TrkA, obwohl die Clathrin-vermittelte Endocytose des Transferrinrezeptors davon 
nicht beeinträchtigt wird (Shao et al., 2002). Allerdings führt die Expression von 
Pincher auch zu einer Verringerung des lysosomalen Abbaus von TrkA, so dass 
Pincher einen regulatorischen Einfluss auf die Halbwertszeit des Rezeptors haben 
könnte (Valdez et al., 2005). 
Diese unterschiedlichen Erkenntnisse zur Endocytose von TrkA zeigen die 
Möglichkeit auf, dass die unterschiedlichen Internalisierungsmechanismen in der 
neuronalen Entwicklung, in der die Fortsätze in ihre Zielgebiete gelangen, die Bildung 
unterschiedlicher Signalkomplexe ermöglichen könnten (Zweifel et al., 2005). 
Eine weitere Möglichkeit der Regulation eröffnet die bereits geschilderte Erkennung 
verschiedener Liganden durch die Trk-Rezeptoren. Für TrkA konnte durch einen 
kompartimentierten Versuchsaufbau, der Axonende und Perikaryon voneinander 
trennt, festgestellt werden, dass die Gabe von NGF am Axonende zur Inter-
nalisierung von TrkA führt. Diese fördert sowohl das Überleben der Zelle durch 
retrograde Signaltransduktion als auch das lokale Wachstum des Axonendes. Die 
Gabe von NT-3 am distalen Ende führt hingegen nicht zur Internalisierung von TrkA. 
So kommt es auch nur zur lokalen Wachstumsförderung. Das Überleben wird 
dadurch nicht gefördert. Werden die TrkA-Rezeptoren hingegen am Perikaryon 
stimuliert, so geht auch von NT-3 ein Überlebenssignal an die Zelle aus (Kuruvilla et 
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al., 2004). Außerdem stellte man fest, dass abhängig vom Ort der NGF-Gabe 
verschiedene Effektoren aktiviert werden können. So führt die NGF-Stimulation am 
Perikaryon zur Aktivierung sowohl von Erk1/2 als auch von Erk5. Die 
phosphorylierten Effektoren können dann in den Kern translozieren und dort die 
Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren vermitteln. Die NGF-Gabe 
am Axonende verursacht ebenfalls eine lokale Aktivierung von Erk1/2 und Erk5. 
Jedoch kann nur aktiviertes Erk5 später auch im Nucleus nachgewiesen werden. 
Dadurch können letztendlich abhängig vom Ort der Rezeptoraktivierung unterschied-
liche Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, um so die Spezifität des Signals zu 
gewährleisten (Watson et al., 2001; Whitmarsh und Davies, 2001). 
In geringem Maße scheint auch ein Liganden-unabhängiger Transport möglich zu 
sein. Für die Autoaktivierung der Rezeptoren ist eine genügend hohe lokale 
Rezeptorkonzentration nötig, die zum Beispiel in Tumorzelllinien oder durch Trans-
fektion erzielt werden kann (Heerssen et al., 2004; Hempstead et al., 1992; MacInnis 
und Campenot, 2002). Die Relevanz dieses Mechanismus muss jedoch noch näher 
geklärt werden. 
Der retrograde Transport selbst erfolgt in mit dem Cytoskelett assoziierten Vesikeln 
und ist Dynein-abhängig (Heerssen et al., 2004; Thoenen und Barde, 1980; Yano et 
al., 2001). Am besten charakterisiert ist der endosomale Transport, der mit der 
Internalisierung der Rezeptoren in Clathrin-beschichtete Vesikel beginnt. Nach 
Ablösung der Clathrinhülle verbleiben die frühen Endosomen. Von diesen können 
sich recycelnde Endosomen abspalten und wieder mit der Plasmamembran 
fusionieren. Beispielsweise wird der Neurotrophinrezeptor p75 auf diesem Wege 
wieder an die Zelloberfläche transportiert. Die Trk-Rezeptoren hingegen gelangen 
über „Multivesicular Bodies“ (MVBs) und späte Endosomen zum Abbau ins Lysosom. 
Auch eine direkte Umwandlung von frühen in späte Endosomen ist bereits 
beschrieben worden (Abb. 4) (Ibánez, 2007, Saxena et al., 2005). Abweichend von 
diesem Mechanismus ist für die Pincher-vermittelte Macroendocytose gezeigt 
worden, dass die entstehenden MVBs stabil gegen den Abbau im Lysosom sind 
(Valdez et al., 2007). 
In Experimenten mit kompartimentierten Kammern, die Zellkörper und Axonende 
voneinander trennen, konnten noch weitere Beobachtungen gemacht werden, die 
den retrograden Transport näher charakterisieren. So konnte gezeigt werden, dass 
NGF TrkA am Axonende bindet und diese Bindung beim retrograden Transport 
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erhalten bleibt. Das aktivierte TrkA, das im Zellkörper akkumuliert, stammt also vom 
distalen Axonende und bildete das Oberflächen-TrkA zum Zeitpunkt der NGF-
Stimulation (Howe und Mobley, 2005; Riccio et al., 1997; Senger und Campenot, 
1997; Tsui-Pierchala und Ginty, 1999). Für die bestehen bleibende Bindung von NGF 
an TrkA während des gesamten retrograden Transports zum Perikaryon spricht auch 
die Beobachtung in Kammern mit einem zusätzlichen dritten Kompartiment zwischen 
Axonende und Zellkörper. Das NGF-Signal konnte, nach einer TrkA-Deaktivierung im  
 
 
Abb. 4: Überblick über die Clathrin-vermittelte Endocytose der Trk-Rezeptoren 
NGF-Stimulation führt zur Dimerisierung der Trk-Rezeptoren. In der Folge werden sie in 
Clathrin-beschichtete Vesikel internalisiert. Nach Ablösung der Clathrinhülle bleiben die 
frühen Endosomen zurück. Diese können Teile abschnüren, die als recycelnde Endosomen 
zurück an die Plasmamembran verbracht werden. TrkA gelangt jedoch entweder über 
Multivesicular Bodies und späte Endosomen oder auch direkt über die Umwandlung von 
frühen in späte Endosomen ins Lysosom, wo der Abbau des Rezeptors erfolgt. 
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Mittelteil, im Perikaryon wiederhergestellt werden (Ye et al., 2003). Die am weitesten 
akzeptierte Erklärung für die meisten dieser Beobachtungen ist die „signalling 
endosome“-Hypothese, die jedoch nicht die einzige Möglichkeit sein muss. Diese 
Hypothese besagt, dass Rezeptor und Ligand gemeinsam internalisiert und retrograd 
zum Perikaryon gebracht werden. Durch diese Vesikel wird das Signal des 
aktivierten TrkA zum Perikaryon transportiert und kann so weitere Signale, wie die 
MAP-Kinase-Kaskade aktivieren (Cosker et al., 2008; Howe und Moblley, 2005). 
 
1.3.2 MAPK 
Y496 ist neben Y791 der wichtigste phosphorylierbare Tyrosinrest außerhalb der 
Kinasedomäne (Stephens et al., 1994). Von hier aus können verschiedene 
Signalwege aktiviert werden (Abb. 5). Durch die Rekrutierung und Aktivierung von 
Shc (Src homology 2 domain-containing-transforming protein C) wird die Bindung 
des Adapterproteins Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) ermöglicht, das 
mit dem Guanin-Nucleotid-Austauschfaktor (Guanine nucleotide exchange factor, 
GEF) SOS (Son of Sevenless) einen Komplex bildet. SOS ist wiederum in der Lage, 
die GTPase Ras (rat sarcoma) zu aktivieren, indem es für den Austausch von GDP 
gegen GTP sorgt (Huang und Reichardt, 2003; Nimnual et al., 1998; Stephens et al., 
1994). Durch die Aktivierung von Raf (rat fibrosarcoma) durch Ras kann in der Folge 
die MAP-Kinase-Kaskade initiiert werden, die in der Phosphorylierung verschiedener 
Erks (auch MAPKs [MAP-Kinasen] genannt; extracellular signal-regulated kinase) 
resultiert (Thomas et al., 1992; Troppmair et al., 1992). Durch die Raf-vermittelte 
Phosphorylierung von MEK1 (MAPK/Erk Kinase 1) und/oder MEK2 werden Erk1 und 
Erk2 aktiviert (English et al., 1999b). Die Phosphorylierung von Erk5 erfolgt 
stattdessen ohne Beteiligung von Raf über die sequenzielle Phosphorylierung von 
MEKK3 (MEK Kinase 3) und MEK5 (English et al., 1999a; Sun et al., 2001; Watson 
et al., 2001). Erk5 kann außerdem spezifisch den Transkriptionsfaktor MEF2 (Myelin 
expression factor 2) aktivieren, während Erk1 und Erk2 die Aktivierung von Elk1 
bewirken können (Pearson et al., 2001). Erk1, Erk2 und Erk5 ist jedoch die Fähigkeit 
zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (Cyclic AMP-responsive 
element binding protein) gemein, der für die Regulation verschiedener Gene 
verantwortlich ist, die normale Differenzierung und verlängertes Überleben 
kontrollieren (Huang und Reichardt, 2003; Lonze et al., 2002; Riccio et al., 1999).  
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Die Trk-vermittelte Ras-Stimulation durch Shc und Grb2/SOS führt nur zu einer 
transienten Erk-Aktivierung (Grewal et al., 1999; Marshall, 1995). Dies könnte darin 
begründet sein, dass die Aktivierung der MAP-Kinasen durch diese selbst unter-
brochen werden kann. Die Phosphorylierung von SOS durch die MAP-Kinasen führt 
zu einer Hemmung der Interaktion zwischen SOS und Grb2 (Kao et al., 2001). 
 
 
 
Abb. 5: Signalwege der Trk-Rezeptoren am Beispiel von TrkA 
TrkA kann über die Rekrutierung verschiedener Adaptermoleküle unterschiedliche 
Signalwege einleiten. Die MAP-Kinase-Kaskade kann über die Bindung von PLCγ, Shc oder 
Frs2 aktiviert werden. Hierüber werden in erster Linie Differenzierung und Überleben 
reguliert. Akt/PKB wird entweder Ras-abhängig oder -unabhängig ebenfalls über Shc 
angeschaltet und kontrolliert neben dem Überleben auch die Proliferation. Nähere 
Erläuterungen im Text. 
Wichtige, phosphorylierbare Tyrosinreste sind in rot dargestellt, die Kinasedomäne ist 
dunkelblau unterlegt; TM = Transmembrandomäne 
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Neben Shc kann an den Tyrosinrest 496 auch das membrangebundene Frs2 (Fibro-
blast growth factor receptor substrate 2) rekrutiert werden. Es konkurriert dabei mit 
Shc um die Bindung (Meakin et al., 1999; Yan et al., 2002). Frs2 bietet Bindungs-
stellen unter anderem für die Adapterproteine Grb2 und Crk, aber auch für die Tyro-
sin-Kinase Src und die Protein-Tyrosin-Phosphatase Shp2 (Meakin et al., 1999).  
Nach der Aktivierung durch die Trk-Rezeptoren assoziiert Frs2 mit Crk, das 
wiederum mit C3G (Crk SH3-binding GNRP) interagieren und diesen aktivieren kann. 
C3G dient als GEF für Rap1 (Ra
 
s-related protein 1) (Kao et al., 2001; Nosaka et al., 
1999). Rap1-GTP kann Raf stimulieren, so dass dadurch die MAP-Kinase-Kaskade 
initiiert werden kann (Huang und Reichardt, 2003). Deren Aktivierung über diesen 
Weg ist im Vergleich zur Aktivierung über Grb2/SOS verlängert (Wu et al., 2001). 
Jedoch kann Frs2 auch direkt Grb2 binden und so Ras unabhängig von Shc über 
Grb2/SOS aktivieren (Meakin et al., 1999; Gotoh, 2008). 
1.3.3 Akt 
Die Aktivierung der Phosphatidylinosit-3-Kinasen (PI3K) und von Akt (auch Protein 
Kinase B, PKB genannt) erfolgt ebenfalls über Y496 und Shc (Abb. 5). Es vermittelt 
in erster Linie das Überleben der Zelle (Holgado-Madruga et al., 1997). Die 
Aktivierung kann Ras-abhängig und Ras-unabhängig erfolgen (Datta et al., 1999).  
Die Ras-abhängige Aktivierung wird über Grb2/SOS vermittelt und dadurch PI3K 
direkt über Ras aktiviert (Reichardt, 2006). Bei der Ras-unabhängigen Aktivierung 
wird Gab1 (Grb2-associated-binding protein 1) durch die phosphorylierte Form von 
Grb2 rekrutiert. Die Phosphorylierung von Gab1 ermöglicht die Rekrutierung und die 
Aktivierung von PI3K, die wiederum die Proteinkinase Akt aktivieren kann (Holgado-
Madruga et al., 1997; Liu und Rohrschneider, 2002).  
Akt übt seine positiven Effekte auf das Überleben neuronaler Zellen über ver-
schiedene Effektoren aus. Unter anderem wirkt es auf BAD (Bcl2-antagonist of cell 
death protein), den „forkhead“-Transkriptionsfaktor FKHRL1 (Forkhead in rhabdo-
myosarcoma-like 1) und NF-κB (Nuclear factor kappa B) (Arévalo und Wu, 2006). 
BAD beispielsweise gehört zur Bcl-2-Familie (B-cell lymphoma) von Apoptose-
regulatoren. Es fördert die Apoptose durch die Bindung von Bcl-xL. Dadurch wird 
Letzteres an der Inhibierung der pro-apoptotischen Aktivität von Bax gehindert. Wird 
BAD durch Akt und darauffolgend durch weitere Kinasen phosphoryliert, kann es von 
14-3-3 gebunden werden (Brunet et al., 2001; Datta et al., 1997; Datta et al., 2000).  
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Auch FKHRL1 wird von Akt phosphoryliert und wiederum ermöglicht diese 
Modifikation die Bindung von 14-3-3. Durch diese Inaktivierung des Transkriptions-
faktors wird die Expression verschiedener pro-apoptotischer Proteine verhindert 
(Brunet et al., 1999; Brunet et al., 2002; Zheng et al., 2002). 
Im Falle von NF-κB führt die Phosphorylierung seines Inhibitors IκB (Inhibitor 
kappa
 
 B) zu einer Freisetzung des erstgenannten. Der phosphorylierte IκB wird 
hingegen abgebaut. NF-κB kann dadurch Überleben und Differenzierung 
sicherstellen (Foehr et al., 2000; Wooten et al., 2001). 
1.3.4 PLCγ 
Phospholipase C γ1
Abb. 5
 (PLCγ1) wird direkt durch die Trk-Rezeptoren phosphoryliert 
(Kim et al., 1991; Vetter et al., 1991). Dafür wird es an eine Bindungsstelle um den 
aktivierten Tyrosinrest 791 rekrutiert ( ). Die Aktivierung von PLCγ1 führt zur 
Hydrolyse von Phosphatidylinosit-(4,5)-bisphosphat (PI(4,5)P2) zu Inosit-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG) (Obermeier et al., 1993). IP3 führt zur 
Freisetzung von Ca2+ aus cytoplasmatischen Speichern. Durch diese Ca2+-Ionen und 
durch DAG können Ca2+- und DAG-abhängige Isoformen der Proteinkinase C (PKC) 
sowie Ca2+-Calmodulin-regulierte Proteinkinasen aktiviert werden. PKCδ beispiels-
weise aktiviert Erk1 und Erk2 über Raf und MEK1 (Corbit et al., 1999). Außerdem 
führt schon ein kurzer NGF-Puls zu einer lang anhaltenden PLCγ1-Aktivierung, ohne 
dass jedoch TrkA Y791 verlängert phosphoryliert bleibt. Durch das erhöhte Ca2+-
Niveau wird die Transkription eines Natriumkanalgens induziert (Choi et al., 2001; 
Toledo-Aral et al., 1995). Des Weiteren steht die Aktivierung von PLCγ1 auch im 
Zusammenhang mit der Potenzierung der Thermosensitivität durch den hitzeaktivier-
ten Kationenkanal sensorischer Zellen VR1 (Vanilloid receptor 1). Die Stimulation mit 
NGF schaltet die Inhibition von VR1 wahrscheinlich dadurch aus, dass dessen 
Inhibitor PI(4,5)P2 PLCγ1-vermittelt umgesetzt wird (Chuang et al., 2001). 
Für Y791 konnte des Weiteren eine direkte Interaktion mit der Csk-homologen 
Kinase (CHK) gezeigt werden. Dabei handelt es sich um eine cytoplasmatische 
Tyrosinkinase, die mit dem phosphorylierten TrkA-Rezeptor assoziiert. Die CHK-
Bindung an TrkA wird mit der Aktivierung der MAPK-Kaskade und Differenzierung in 
Verbindung gebracht. Der genaue Mechanismus ist jedoch bisher nicht bekannt 
(Yamashita et al., 1999). 
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1.4 Auswirkungen von Mutationen in NGF und NGF-Rezeptoren 
Die Wichtigkeit von NGF und seinen Rezeptoren wird besonders deutlich, wenn man 
die Konsequenzen einer beeinträchtigten oder vollständig verlorenen Proteinfunktion 
betrachtet. Im Mausmodell konnte dies mit gezielten Knockouts erreicht werden, 
beim Menschen geben Erkrankungen Aufschluss über die Auswirkungen von 
Mutationen, wobei die Erkrankungen vielfältig sein können.  
 
1.4.1 NGF 
Die Auswirkungen eines homozygoten NGF-Knockouts auf das PNS sind immens. Er 
führt zu einem umfassenden Zellverlust in den sensorischen und sympathischen 
Ganglien. In den DRGs sind hauptsächlich die kleinen, zum Teil auch die mittel-
großen peptidergen Neuronen betroffen. Die oberen Halsganglien (superior cervical 
ganglion, SCGs) sind 14 Tage nach der Geburt (P14) nicht mehr auffindbar. Die 
verringerte Innervierung der Haut führt wohl zur verringerten Schmerzreaktion auf 
mechanische Stimulation und zum Teil auch auf Hitze (Crowley et al., 1994).  
Die cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns hingegen differenzieren sich und 
behalten ihren Phänotyp bei, solange die Mäuse leben. Möglicherweise können 
andere Neurotrophine den Ausfall von NGF in dieser Zeit kompensieren. Aufgrund 
der kurzen Lebensdauer dieser Tiere von höchstens 28 Tagen können negative 
Auswirkungen auch auf das zentrale Nervensystem jedoch nicht sicher 
ausgeschlossen werden (Crowley et al., 1994). Bei Untersuchungen an 
heterozygoten Mäusen zeigte sich ein milder Phänotyp. Diese Tiere weisen leichte, 
aber messbare Defizite beim Lernen und Erinnern auf (Chen et al., 1997; Crowley et 
al., 1994).  
Beim Menschen wurde eine Mutation im NGF-Gen mit der hereditären sensorischen 
und autonomen Neuropathie, Typ V (HSAN V) in Verbindung gebracht. Die 
Betroffenen zeigen einen Verlust von Schmerz- und Temperaturwahrnehmung. 
Dieser geht einher mit einer starken Verminderung der Anzahl von unmyelinisierten 
Nervenfasern. Zum Teil sind davon auch die kleinen myelinisierten Fasern betroffen. 
Die Krankheit wird autosomal rezessiv vererbt, allerdings zeigen auch heterozygot 
Betroffene mit dem Alter eine Abnahme der Schmerzempfindlichkeit. Damit erinnert 
die Ausprägung der Krankheit an die NGF-Knockout-Mäuse (Einarsdottir et al., 2004, 
Minde et al., 2004, Minde et al., 2009). 
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Gesteigerte Level von NGF konnten interessanterweise in der Haut von Patienten mit 
Psoriasis (Schuppenflechte) nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigten die 
betroffenen Bereiche eine verstärkte Innervierung (Pincelli, 2000). Reduzierte NGF-
Mengen könnten hingegen bei Lepra zu der verringerten Innervierung der Haut und 
damit zu einer verringerten Schmerzrezeption beitragen (Facer et al., 2000). 
 
1.4.2 p75 
Eine homozygote Inaktivierung des Neurotrophinrezeptors p75 hat weniger 
dramatische Folgen als der NGF-Knockout. Die Mäuse sind lebensfähig und fertil. 
Die sensorische Innervierung der Haut ist vermindert, was mit der Beeinträchtigung 
der Hitzesensitivität korreliert. Zusätzlich entwickeln sich ab dem 4. Monat an allen 
Extremitäten Veränderungen der Haut, unter anderem schwere Geschwüre. Die 
sympathische Innervierung der Iris und der Speicheldrüse scheint hingegen normal, 
die Größe der sympathischen Ganglien ist unverändert (Lee et al., 1992). Ebenso 
sind die Zahl und die Größe der cholinergen Neuronen annähernd gleich, jedoch ist 
der retrograde Transport von NGF stark reduziert. Der Alterungsprozess scheint im 
ZNS keine zusätzlichen negativen Effekte hervorzurufen (Ward et al., 2000). Ebenso 
wie die heterozygoten NGF-Knockout-Mäuse zeigen die homozygoten p75-
Knockout-Mäuse Verhaltensauffälligkeiten und Alterationen ihrer kognitiven 
Fähigkeiten (Peterson et al., 1999). 
Aufgrund der Beeinträchtigung des sensorischen Nervensystems in mutierten 
Mäusen wurde p75 in Zusammenhang mit Neuropathien gebracht, die im Rahmen 
anderer Erkrankungen wie Lepra oder Diabetes mellitus auftreten. Auch diese 
Patienten zeigen eine verminderte Hitze- bzw. Schmerzsensitivität. Ein 
Zusammenhang dieser Krankheiten mit Mutationen im p75-Gen konnte bisher jedoch 
nicht nachgewiesen werden (Lee et al., 1992). Es wurde allerdings über einen 
Polymorphismus im p75-Gen berichtet, der dazu führt, dass im extrazellulären 
Bereich ein Serinrest gegen einen Leucinrest ausgetauscht wird (S205L). Dieser 
wurde mit einer erhöhten Anfälligkeit für depressive Störungen assoziiert (Kunugi et 
al., 2004). 
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1.4.3 TrkA 
Homozygot TrkA-defiziente Mäuse zeigen einen ausgedehnten Verlust neuronaler 
Zellen in trigeminalen, sympathischen und Spinalganglien. In den DRGs sind vor 
allem die kleinen, NGF-abhängigen Neuronen betroffen (Smeyne et al., 1994). Der 
Zelltod kann bereits an Tag 13,5 des Embryonalstadiums (E 13,5) beobachtet 
werden (White et al., 1996). Zusätzlich kommt es zur Abnahme der cholinergen 
Fasern im basalen Vorderhirn und auch in den SCGs ist ein Zellverlust zu 
beobachten. Die meisten Tiere sterben innerhalb von 28 Tagen. Bereits nach 
10 Tagen zeigen sie sensorische Defekte in Hitze- und Schmerzsensitivität. 
Grundlegende motorische Funktionen scheinen nicht beeinträchtigt zu sein. Werden 
die Tiere älter, kommt es an den Extremitäten zur Entwicklung von Geschwüren, oft 
fehlen Zehen, wahrscheinlich aufgrund von Selbstverstümmelungen (Smeyne et al., 
1994).  
Beim Menschen rufen Mutationen im trkA-Gen die hereditäre sensorische und 
autonome Neuropathie, Typ IV
Bisher wurden mehr als 30 verschiedene Mutationen im trkA-Gen beschrieben. Diese 
sind im Protein sowohl intra- als auch extrazellulär lokalisiert. Sie entstehen durch 
Missense-, Nonsense-, Leseraster- und Spleißstellen-Mutationen (Verhoeven et al., 
2006). 
 (HSAN IV, auch CIPA, Congenital Insensitivity to Pain 
with Anhidrosis, kongenitale Schmerzunempfindlichkeit mit Anhidrose) hervor. Die 
Zuordnung erfolgte aufgrund der großen Ähnlichkeit der Symptome bei Patienten 
zum Mausmodell (Indo et al., 1996). Ein Zusammenhang der Erkrankung mit 
Mutationen im NGF- oder im p75-Gen war bereits vorher überprüft und nicht 
festgestellt worden (Indo, 2002). CIPA wird autosomal rezessiv vererbt und äußert 
sich bereits früh durch den Verlust der Schmerz- und oft auch der Temperatur-
sensitivität sowie wiederkehrende Fieberperioden, ausgelöst durch die Unfähigkeit zu 
schwitzen. Die Ursache ist die fehlende Innervierung der Haut bzw. der 
Schweißdrüsen. In der Haut sind die unmyelinisierten und kleinen myelinisierten 
Nervenfasern abwesend. Die Patienten zeigen ein selbstverstümmelndes Verhalten 
und sind zudem meist mental retardiert. Teilweise leiden sie an schwer heilenden 
Geschwüren (Rosemberg, 1994; Indo, 2002).  
Des Weiteren ist ein Zusammenhang von TrkA mit Tumorerkrankungen möglich. In 
einer groß angelegten Studie wurden die Genome von Tumorzellen sequenziert. 
Dabei fand man auch verschiedene trkA-Mutationen. Ob diese ursächlich mit der 
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Krebsentstehung bzw. -progression zusammenhängen, ist bisher jedoch ungeklärt 
(Greenman et al., 2007). Des Weiteren fand man in undifferenzierten neuronalen 
Vorläuferzellen, Neuroblastomen und anderen Tumoren der Neuralleiste eine weitere 
TrkA-Isoform, TrkA III. Durch die Deletion der Exone 6, 7 und 9 kann NGF nicht mehr 
an die extrazelluläre Domäne binden. Die Expression dieser Splicevariante wird 
durch Hypoxie induziert, wie sie oft in Tumoren herrscht. Die Detektion der TrkA 
Isoform II in Neuroblastomen ist hingegen mit einer guten Prognose assoziiert. Dabei 
wirkt TrkA entweder proapoptotisch oder führt zur Differenzierung der Zellen 
(Krüttgen et al., 2006). Außerdem wird TrkA in Brusttumoren überexprimiert und 
scheint dadurch Tumorwachstum, Blutgefäßentstehung und Metastasenbildung zu 
fördern (Lagadec et al., 2009). 
Für NGF, p75 und TrkA wird ein Zusammenhang mit neurodegenerativen 
Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer vermutet. Während die Menge an TrkA-
Rezeptoren im Cortex reduziert wird, bleibt die Menge an p75-Rezeptoren konstant. 
Gleichzeitig nimmt jedoch die Menge an pro-NGF zu, was erhöhten Zelltod bewirken 
könnte (Counts et al., 2005). Außerdem zeigt die Gabe von NGF einen positiven 
Effekt auf das kognitive System bei Alzheimerpatienten (Chao et al., 2006). 
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1.5 Zielsetzung 
 
Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Auswirkungen 
einer prototypischen humanpathogenen Mutation im Neurotrophinrezeptorgen trkA. 
Studien an krankheitsauslösenden Mutanten eröffnen die Möglichkeit, Rückschlüsse 
auf wichtige Funktionen des wildtypischen Proteins zu ziehen. Die untersuchte 
autosomal rezessive Missense-Mutation [2339 (G/C)] führt im TrkA-Protein der 
Isoform II zum Austausch eines Argininrestes gegen einen Prolinrest an Position 780. 
Sie soll einen Funktionsverlust der Rezeptor-Tyrosin-Kinase bewirken, da keine 
Phosphorylierung mehr beobachtet werden konnte (Greco et al., 1999).  
Die Effekte einer vollständigen Inaktivierung sollten jedoch, wie bei den TrkA-
Knockout-Mäusen beobachtet, immens sein. Stattdessen sind die Symptome dieser 
CIPA-Erkrankung weniger schwerwiegend (Greco et al., 1999; Smeyne et al., 1994). 
Außerdem sind auch die Folgen einer Inaktivierung des in der unmittelbaren Nähe 
befindlichen Tyrosinrestes Y791 weniger dramatisch. So erfolgt zwar keine PLCγ-
Phosphorylierung durch TrkA mehr, doch der Rezeptor wird weiterhin phosphoryliert 
und auch die Fähigkeit zum Neuritenwachstum ist dadurch nicht beeinträchtigt 
(Obermeier et al., 1993; Loeb et al., 1994). 
So war es ein Ziel dieser Arbeit, die bereits vorliegenden Ergebnisse mit eigenen, im 
Rahmen dieser Arbeit zu klonierenden Plasmiden in einer anderen Zelllinie zu 
überprüfen. Anschließend sollten die Auswirkungen der Mutation auf Signal-
transduktion und intrazellulären Proteintransport näher untersucht werden. So sollte 
festgestellt werden, wie der Funktionsverlust auf die Aktivierung der TrkA-Effektoren 
wirkt, ob der intrazelluläre Proteintransport dadurch beeinträchtigt wird und welche 
Mechanismen der Kompensation bestehen könnten. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Zelllinien 
 
Tabelle 1: Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Quelle 
HEK293 
(Lot 15 DSMZ) 
Adhärent wachsende Zelllinie aus humaner embryonaler 
Niere, die mit humanem Adenovirus Typ 5 transformiert 
wurde. Sie enthält kein endogenes TrkA. 
Graham et al., 1977 
PC12 Adhärent wachsende Zelllinie aus einem Nebennieren-
pheochromocytoma der Ratte; reagiert auf NGF-Gabe mit der 
Entwicklung eines neuralen Phänotyps. 
Greene und 
Tischler, 1976 
PC12NNR5 Ebenfalls adhärent wachsendes Derivat der Zelllinie PC12, 
das nicht mehr auf die Gabe von NGF reagiert. Diese Zelllinie 
enthält im Vergleich zur Ausgangslinie kein endogenes TrkA 
mehr. Die Zellen wurden zur Verfügung gestellt von Prof. M. 
Fainzilber, Rehovot, Israel 
Green et al., 1986 
 
2.1.2 Escherichia coli-Stämme 
 
Tabelle 2: Verwendete E. coli-Stämme 
Stamm Genotyp Quelle 
Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®)endA1 nupG 
Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
XL1-Blue supE44, hsdR17, recA1, gyrA96, thi1, relA1, lac-, proAB+, 
lacIq, lacZΔM15, tn10(tetr) 
Stratagene, La Jolla, 
USA 
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2.1.3 Vektoren 
 
Tabelle 3: Verwendete Plasmide 
Plasmid Beschreibung Basisvektor/Insert Quelle 
pEXPR-IBA44 enthält N-terminal ein BM40-
Signalpeptid und einen Strep-tag; 
am C-Terminus befindet sich ein 
6xHis-tag 
Basisvektor IBA 
BioTAGnology, 
Göttingen 
pEGFP-C1 enthält eine GFP-Variante mit 
einem Anregungsmaximum bei 
488 nm und einem Emissions-
maximum bei 507 nm 
Basisvektor BD 
Biosciences 
Clontech, 
Franklin 
Lakes, USA 
IRAKp961G13135Q2 enthält die cDNA der humanen 
TrkA Isoform II 
pCMV-Sport6/ TrkA 
Isoform II cDNA 
RZPD, Berlin 
pIBA/EGFP-s2 in den Basisvektor wurde die mittels 
PCR amplifizierte GFP-Variante aus 
pEGFP-C1 einkloniert (NheI/ 
EcoRI) und dabei der enthaltene 
Strep-tag des Basisvektors entfernt; 
das Insert besitzt kein Stopp-Codon 
pEXPR-IBA44 diese Arbeit 
GFP-TrkA in den Vektor pIBA/EGFP-s2 wurde 
die mittels PCR aus dem Vektor 
IRAKp961G13135Q2 amplifizierte 
humane TrkA Isoform II einkloniert 
(EcoRI/ HindIII) und dabei der noch 
enthaltene 6xHis-tag entfernt 
pIBA/EGFP-s2/ 
TrkA Isoform II 
diese Arbeit 
GFP-TrkA R780P durch gerichtete Mutagenese wurde 
in den Vektor GFP-TrkA eine 
Punktmutation eingeführt, die an 
Position 2339 ein Guanin durch ein 
Cytosin ersetzt 
GFP-TrkA mit 
Punktmutation G2339C 
diese Arbeit 
GFP-TrkA Y791A durch gerichtete Mutagenese 
wurden in den Vektor GFP-TrkA 
zwei Punktmutationen eingeführt, 
die an Position 2371 ein Thymidin 
durch ein Guanin und an Position 
2372 ein Adenin durch ein Cytosin 
ersetzen 
GFP-TrkA mit 
Punktmutationen 
T2371G und A2372C 
diese Arbeit 
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Plasmid Beschreibung Basisvektor/Insert Quelle 
HA-TrkA enthält das mit einem N-terminalen 
HA-tag versehene TrkA der Ratte. 
Dieses Plasmid wurde zur 
Verfügung gestellt von Prof. Barde, 
Basel, Schweiz. 
pRC/CMV AC7/ HA-
TrkA 
Bibel et al., 
1999, EMBO 
p75-GFP enthält das mit einem C-terminalen  
GFP-tag versehene p75 der Ratte 
pBJ-5/ p75-GFP A. Krüttgen, 
Aachen 
 
2.1.4 Oligonukleotide 
 
Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide 
Name Sequenz (von 5’ nach 3’) Beschreibung 
Oligo19 GGCAAGCTTCTAGCCCAGGACATCCA
G 
zur Amplifizierung des TrkA-Gens aus  
IRAKp961G13135Q2 mit 3’HindIII-
Schnittstelle, zusammen mit Oligo34 
Oligo31 AGTGTAGCTAGCGTGAGCAAGGGCGA
GG 
zur Amplifizierung der GFP-Variante aus 
pEGFP-C1 mit 5’-NheI-Schnittstelle, 
zusammen mit Oligo32 
Oligo32 GCTAATGAATTCCTTGTACAGCTCGTC
CATGCC 
zur Amplifizierung der GFP-Variante aus 
pEGFP-C1 mit 3’-EcoRI-Schnittstelle, 
zusammen mit Oligo31 
Oligo34 AGTGTAGAATTCGCCGCACCCTGCCC
CG 
zur Amplifizierung des TrkA-Gens aus  
IRAKp961G13135Q2 mit 5’-EcoRI-
Schnittstelle, zusammen mit Oligo19 
Oligo12 GAGACCCCACTGCTTACTGGC zur Sequenzierung des Plasmids pEXPR-
IBA44 
Oligo13 TAGAAGGCACAGTCGAAG zur Sequenzierung des Plasmids pEXPR-
IBA44 
Oligo6 GGCACCTCCTGTCGCCCTGGATGTCC
TGG 
zur Insertion der Mutationen T2371G und 
A2372C in das humane TrkA-Gen, 
Isoform II 
Oligo7 CCAGGACATCCAGGGCGACAGGAGGT
GCC 
zur Insertion der Mutationen T2371G und 
A2372C in das humane TrkA-Gen, 
Isoform II 
Oligo8 GGATGTGCACGCCCCGCTGCAAGCCC
TGGCC 
zur Insertion der pathogenen Mutation 
G2339C in das humane TrkA-Gen, 
Isoform II 
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Name Sequenz (von 5’ nach 3’) Beschreibung 
Oligo9 GGCCAGGGCTTGCAGCGGGGCGTGC
ACATCC 
zur Insertion der pathogenen Mutation 
G2339C in das humane TrkA-Gen, 
Isoform II 
EGFP-1F CAACTACAAGACCCGCGC zur Sequenzierung des GFP-Inserts in 
pIBA/EGFP-s2 und in GFP-TrkA 
EGFP-2F CACCCAGTCCGCCCTGAG zur Sequenzierung des GFP-Inserts in 
pIBA/EGFP-s2 und in GFP-TrkA 
EGFP-1R GAAGAAGATGGTGCGCTCC zur Sequenzierung des GFP-Inserts in 
pIBA/EGFP-s2 und in GFP-TrkA 
EGFP-2R CTGGGTGCTCAGGTAGTG zur Sequenzierung des GFP-Inserts in 
pIBA/EGFP-s2 und in GFP-TrkA 
TrkA BF AGATGCCTTCCATTTCACTCC zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA CF GCAGTCAGCCACGGTGATG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA DF AACCAGCCCACCCACGTCAAC zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA EF TTGGGTGGCAGCTCCCTGTC zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA FF TCTTTGAGTATATGCGGCACG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA GF ACCGAGAGCGACGTGTGG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA AR TGAGCCGAGGAGTGAAATGG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA BR ATCCAGCCGGCCTGCTCC zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA CR ACGGTCTCATTGGCTGCCGG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA DR ACCCAATGTCATGAAATGCAG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA ER ATACTCAAAGACCATGAGCAG zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
TrkA FR TGAACTTACGGTACAGGATGC zur Sequenzierung des TrkA-Gens 
Isoform II im Plasmid GFP-TrkA 
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2.1.5 Enzyme und Antikörper 
 
Tabelle 5: Verwendete primäre und sekundäre Antiköper 
Angeben sind der Name des verwendeten Antikörpers, die Bezugsquelle und die in den 
verschiedenen Anwendungen eingesetzte Verdünnung (WB: Western Blot; IP: Immunpräzipitation; 
IF: indirekte Immunfluoreszenz). 
Antikörpername Bezugsquelle Verdünnung 
WB IP IF 
Monoclonal Anti-α-Tubulin, 
antibody produced in mouse 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 1:10.000 --- 1:2000 
GFP Antibody CST, Danvers, USA 1:1000 --- --- 
Anti-GFP Roche, Mannheim 1:1000 1:100 1:500 
Anti-TrkA (Rabbit Polyclonal IgG) Upstate, Charlottesville, USA 1:1000 1:250  
Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/ 
Tyr204) E10) Mouse mAb 
CST, Danvers, USA 1:1000 --- --- 
p44/42 MAP Kinase Antibody CST, Danvers, USA 1:1000 --- --- 
Phospho-Akt (Ser473) Antibody CST, Danvers, USA 1:500 --- --- 
Akt Antibody CST, Danvers, USA 1:1000 --- --- 
Phospho-PLCgamma1 (Tyr783) 
Antibody 
CST, Danvers, USA 1:1000 --- --- 
PLCgamma1 Antibody CST, Danvers, USA 1:1000 1:50 --- 
Purified Murine Ab Mono HA.11 Covance, Berkeley, USA 1:2000 --- --- 
Phospho-TrkA (Tyr490) Antibody CST, Danvers, USA 1:2000 --- --- 
Anti-phosphoTrkAY794 Prof. Chao, New York  
(Rajagopal et al., 2004) 
1:2000 --- --- 
Purified mouse anti-GM130 MAb BD Pharmingen, Franklin 
Lakes, USA 
--- --- 1:100 
Purified rabbit anti-SHC BD Pharmingen, Franklin 
Lakes, USA 
1:2000 --- --- 
Alexa Fluor 488 goat-anti-mouse 
IgG 
Invitrogen, Carlsbad, USA --- --- 1:2000 
Alexa Fluor 555 goat-anti-rabbit 
IgG 
Invitrogen, Carlsbad, USA --- --- 1:1000 
Alexa Fluor 555 goat-anti-mouse 
IgG 
Invitrogen, Carlsbad, USA --- --- 1:2000 
HRP-conjugated goat-anti-rabbit 
IgG 
Pierce, Rockford, USA 1:1000 --- --- 
Material und Methoden 29 
Antikörpername Bezugsquelle Verdünnung 
WB IP IF 
HRP-conjugated goat-anti-
mouse IgG 
Pierce, Rockford, USA 1:2500 --- --- 
 
Tabelle 6: Verwendete Enzyme 
Enzym Firma 
Restriktionsendonuklease NheI NEB, Ipswich, USA 
Restriktionsendonuklease EcoRI NEB, Ipswich, USA 
Restriktionsendonuklease HindIII NEB, Ipswich, USA 
HotStarTaq-DNA-Polymerase Qiagen, Hilden 
T4-DNA-Ligase NEB, Ipswich, USA 
Antarctic Phosphatase NEB, Ipswich, USA 
VENT®-DNA-Polymerase NEB, Ipswich, USA 
 
2.1.6 Geräte 
 
Tabelle 7: Verwendete Geräte 
Gerät Firma 
Agarosegelkammer Bluemarine 200 Serva, Heidelberg 
Analysewaage BP 121 S Sartorius, Göttingen 
Durchflusszytometer BD FACSCantoTM II mit BD 
FACSDiva Software 
BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA 
Geldokumentationssystem Epi Chem II Darkroom Intas, Göttingen 
Kapillarsequenzierer ABI Prism 310 Applied Biosystems, Darmstadt 
Laborzentrifuge Labofuge Heraeus (jetzt Thermo Scientific), 
Karlsruhe 
Microplate Reader Benchmark Bio-Rad, Hercules, USA 
Microplate Reader FLUOstar OPTIMA BMG Labtech, Offenburg 
Mikroskop Axiovert 200M mit AxioVision Rel. 4.6 
Software 
Carl Zeiss, Göttingen 
Mikroskopzubehör ApoTome 
           Filtersets 
                  Kamera AxioCam 
Carl Zeiss, Göttingen 
PAA-Gelelektrophorese-System PROTEAN® II xi Cell Bio-Rad, Hercules, USA 
PAA-Gelelektrophorese-System SE 260 Mighty Small 
II 
Hoefer, San Francisco, USA 
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Gerät Firma 
PCR-Gerät GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Darmstadt 
pH-Meter pH211 Hanna Instruments, Woonsocket, USA 
Photometer Biophotometer Eppendorf, Hamburg 
Präzisionswaage CP2202S-OCE Sartorius, Göttingen 
Röntgenfilmentwickler OPTIMAX PROTEC medical systems (Oberstendorf) 
Schüttelinkubator innova 4080 New Brunswick Scientific, Edison, USA 
Tischkühlzentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge Biofuge 13 Heraeus (jetzt Thermo Scientific), 
Karlsruhe 
UV-Tisch UVT-14M Herolab, Wiesloch 
Western Blot System Trans-Blot® Electrophoretic 
Transfer Cell 
Bio-Rad, Hercules, USA 
Western Blot System TE 22 Mini Tank Transfer Unit Amersham Biosciences (jetzt GE 
Healthcare), Piscataway, USA 
 
2.1.7 Chemikalien und Reagenzien 
In Tab. 8 sind häufig verwendete Chemikalien aufgelistet. Alle verwendeten 
Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad. Die nicht gesondert 
aufgeführten Chemikalien wurden bezogen von Invitrogen (Carlsbad, USA), Merck 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). 
 
Tabelle 8: Häufig verwendete Chemikalien und Reagenzien 
Produkt Firma 
2 % Bisacrylamide solution Biorad, Hercules, USA 
40 % Acrylamide solution Biorad, Hercules, USA 
alamarBlue Invitrogen, Carlsbad, USA 
Ammoniumperoxodisulfat Roth, Karlsruhe 
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche, Mannheim 
Cycloheximid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
DMSO (Dimethyl sulfoxide) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS) Gibco/ Invitrogen, Carlsbad, USA 
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin Sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido) 
Hexanoate 
Pierce, Rockford, USA 
Immumount Eindeckmedium Thermo Electron Corporation, 
Pittsburgh, USA 
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA 
Lipofectamine LTX und Plus Reagent Invitrogen, Carlsbad, USA 
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Produkt Firma 
Lysotracker RedDND-99 Invitrogen, Carlsbad, USA 
Magermilchpulver für die Molekularbiologie Roth, Karlsruhe 
Monensin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Protein-A-Sepharose GE Healthcare, Piscataway, USA 
Protein-G-Sepharose GE Healthcare, Piscataway, USA 
Proteingrößen-Standard Precision Plus All-Blue Bio-Rad, Hercules, USA 
Streptavidin Agarose Thermo Scientific, Waltham, USA 
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate Pierce, Rockford, USA 
SuperSignal West Pico Maximum Sensitivity Substrate Pierce, Rockford, USA 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Roth, Karlsruhe 
Transferrin, Alexa Fluor-555 markiert Invitrogen, Carlsbad, USA 
Triton®X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Tween®20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
 
 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Kultivierung prokaryotischer Zellen 
 
Bakterienstämme wurden in LB-Medium angezogen (1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 
1 % NaCl). Feste Medien enthielten zusätzlich 2 % Agar. 
SOC-Medium (2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose) wurde nur bei der Transformation von 
chemisch kompetenten Top10-Zellen (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. 
Zur Selektion auf Zellen mit plasmidkodierter Antibiotikaresistenz wurden dem 
Medium 100 µg/ml Ampicillin oder 50 µg/ml Kanamycin zugesetzt. Die Anzucht von 
Escherichia coli-Stämmen erfolgte stets bei 37 °C. 
Zur längerfristigen Lagerung wurden Flüssigkulturen von Bakterienstämmen mit 
sterilem 75 %igem Glycerin auf eine Endkonzentration von 25 % Glycerin eingestellt 
und bei -80 °C tiefgefroren. In diesem Zustand sind Kulturen für mehrere Jahre 
haltbar und können durch Animpfen in entsprechenden Medien (LB mit 
selektionierendem Antibiotikum) reanimiert werden. 
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2.2.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
 
2.2.2.1 Medien und Lösungen 
 
Tabelle 9: Für die Zellkultur verwendete Medien und Lösungen 
Lösung Hersteller 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) – high glucose  
flüssiges Nährmedium mit 4,5 g/l Glucose, L-Glutamin; 
Natriumpyruvat und Natriumbicarbonat 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) – low glucose  
flüssiges Nährmedium mit 1,0 g/l Glucose, ohne L-Glutamin, 
Natriumpyruvat und Phenolrot, mit Natriumbicarbonat 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
RPMI-1640 Medium 
flüssiges Nährmedium mit Natriumbicarbonat, ohne L-Glutamin 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
RPMI-1640 Medium 
flüssiges Nährmedium mit Natriumbicarbonat, ohne L-Glutamin, 
ohne Phenolrot 
Gibco/ Invitrogen, Carlsbad, USA 
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium mit GlutaMAXTM I 
Transfektionsmedium mit 2,4 g/l Natriumbicarbonat, HEPES, 
Natriumpyruvat, Hypoxanthin, Thymidin, Spurenelemente, 
Wachstumsfaktoren und Phenolrot 
Gibco/ Invitrogen, Carlsbad, USA  
Fötales Rinderserum (FBS) Biowest, Nuaillé, Frankreich 
L-Glutamin 200 mM, flüssig Gibco/ Invitrogen, Carlsbad, USA 
Nervenwachstumsfaktor (NGF) Genentech, San Francisco, USA 
Neurotrophin-3 (NT-3) Regeneron Pharmaceuticals, 
Tarrytown, USA 
Epidermiswachstumsfaktor (EGF) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Trypsin/EDTA-Lösung 
0,5 g/l Schweinetrypsin, 0,2 g/l EDTAx4Na in Hank’s Balanced 
Salt Solution mit Phenolrot 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Poly-L-Lysin hydrobromid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Collagen aus Rattenschwanz, Typ VII Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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2.2.2.2 Kultivierung von HEK293-Zellen 
 
Zur Anzucht von HEK293-Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagles Medium 
verwendet, dem 10 % FBS zugesetzt wurden. Zur standardmäßigen Propagation der 
Zellen wurden diese alle 3 – 4 Tage mit 2 – 4 ml Trypsin/EDTA-Lösung von der 
Zellkulturschale abgelöst und ein Teil davon in einer neuen Schale mit frischem 
Medium wieder ausgesät. Für Versuche wurden die Zellkulturschalen vorher für 
mindestens 30 min mit einer sterilen 0,01 %igen Poly-L-Lysin-Lösung überschichtet 
und anschließend 3 x mit sterilem, filtriertem Wasser gewaschen, um die Adhäsion 
der Zellen zu verbessern.  
 
2.2.2.3 Kultivierung von PC12NNR5-Zellen 
 
Collagen-Stock-Lösung: 1 mg/ml rat tail type VII collagen in 0,1 %iger Essigsäure. 
 
Collagen-Arbeitslösung: 2 ml Collagen-Stock-Lösung in 31 ml 30 %igem Ethanol. 
Diese wurde sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. 
 
Die Kultivierung von PC12NNR5-Zellen erfolgte in RPMI-1640 unter Zusatz von 10 % 
FBS und 4 mM L-Glutamin. Die verwendeten Zellkulturschalen wurden immer mit 
einer Collagen-Lösung überschichtet, um die Haftung der Zellen zu verbessern. Vor 
dem Aussäen wurden die Platten in der Zellkulturbank vollständig getrocknet. Zur 
Weitervermehrung der Zellen wurden diese alle 3 – 4 Tage mit 2 – 4 ml 
Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst und in frischem Medium aufgenommen. Es folgte ein 
Zentrifugationsschritt (5 min, 1000 rpm), um das Trypsin möglichst vollständig 
entfernen zu können. Nach der Resuspension in frischem Medium wurden die Zellen 
in den vorher überschichteten Zellkulturschalen mit frischem Medium ausgesät.  
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2.2.2.4 Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Bestimmung der Zellzahl in einer Suspension erfolgte mithilfe einer so genannten 
„Neubauer-Zählkammer“. Diese schließt mit aufgelegtem Deckglas ein definiertes 
Volumen ein. Die Bestimmung der Anzahl an Zellen in diesem Volumen geschieht 
mittels des eingeätzten Zählnetzes. Dieses besteht aus neun größeren Quadraten, 
die sich wiederum in 16 kleinere Quadrate unterteilen. Um einen Mittelwert bilden zu 
können, wurden fünf große Quadrate ausgezählt. Der gemittelte Wert wurde mit 
10.000 multipliziert, was die Zellzahl pro ml ergab. 
 
2.2.2.5 Kryokonservierung von Zellen 
 
Zur dauerhaften Lagerung von Zellen wurden diese in einem Tank mit flüssigem 
Stickstoff gelagert. Um die Zellen darauf vorzubereiten, wurde eine konfluente Kultur 
von der Zellkulturschale mit Trypsin abgelöst, in Medium überführt und anschließend 
5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Zellen 
in FBS, dem 10 % DMSO zugesetzt waren, resuspendiert. Diese Zellsuspension 
wurde auf drei bis vier Reagiergefäße mit Schraubverschluss aufgeteilt. Diese kamen 
über Nacht in den „Nalgene Cryo Freezing Container“ in einen auf -80 °C gekühlten 
Gefrierschrank. So sollte ein gleichmäßiges und schonendes Abkühlen gewährleistet 
werden. Am nächsten Tag wurden die Zellen in einen Tank mit flüssigem Stickstoff 
umgesetzt. 
Die Lebensfähigkeit dieser Zellen wurde dadurch überprüft, dass ein Reagiergefäß 
nach wenigen Tagen aus dem Tank mit flüssigem Stickstoff wieder entnommen und 
gemäß dem Standardprotokoll aufgetaut wurde. Die gefrorene Zellsuspension wurde 
bei 37 °C im Wasserbad erwärmt, bis diese gerade flüssig wurde. Der komplette 
Inhalt des Reagiergefäßes wurde entnommen und in 10 ml warmes Medium 
gegeben. Es folgte eine Zentrifugation für 5 min bei 1000 rpm, um alle DMSO-Reste 
möglichst vollständig zu entfernen. Der Überstand wurde verworfen und das 
Zellpellet wieder in 10 ml warmem Medium aufgenommen. Dieser Mix kam in eine 
neue Zellkulturschale, die anschließend bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert wurde. 
Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumswechsel. 
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2.2.3 Zellbiologische Methoden 
 
2.2.3.1 Proteinexpression in eukaryotischen Zellen 
 
Transfektion von HEK293-Zellen 
 
Die Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) nach den Anweisungen des Herstellers im Verhältnis von 1 µg 
Plasmid-DNA zu 2 µl Lipofectamine 2000 in je 50 µl Opti-MEM. Bei Kotransfektionen 
wurde das Verhältnis von Plasmid-DNA zu Lipofectamine 2000 weiterhin eingehalten 
und folgerichtig je Plasmid-DNA nur 0,5 µg eingesetzt. 
 
Transfektion von PC12NNR5-Zellen 
 
PC12NNR5-Zellen wurden mit Plus-Reagenz und Lipofectamine LTX (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) nach dem vom Hersteller für PC12-Zellen empfohlenen Protokoll 
transfiziert. Dieses Transfektionsreagenz soll weniger toxisch für die behandelten 
Zellen sein als das konventionelle Lipofectamine 2000. Dadurch soll die 
Transfektionseffizienz gesteigert werden. Das Verhältnis von Plasmid-DNA zu Plus-
Reagenz und Lipofectamine LTX betrug dabei 1 µg zu 1 µl zu 3,5 µl. 
 
2.2.3.2 Stimulation von Zellen mit Wachstumsfaktoren 
 
Sollten Zellen mit NGF, NT-3 oder EGF stimuliert werden, so wurden diese erst 3 x 
mit DMEM + 0,1 % BSA gewaschen und anschließend für ca. 1 – 2 Stunden darin 
inkubiert. Dies diente dazu, die im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren zu 
entfernen und so die dadurch hervorgerufene Phosphorylierung zu reduzieren. Die 
Stimulation erfolgte anschließend mit 50 ng/ml NGF, 50 ng/ml NT-3 oder 100 ng/ml 
EGF, falls nicht anders angegeben. Die Dauer der Stimulation richtete sich nach der 
Fragestellung des Versuchs. 
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2.2.3.3 Untersuchung der Fähigkeit zum Neuritenwachstum bei PC12NNR5-Zellen 
 
PC12NNR5-Zellen sind, anders als die Ausgangszelllinie PC12, nicht mehr zum 
Neuritenwachstum befähigt, da sie keine TrkA-Rezeptoren besitzen. Durch 
Transfektion mit diesem Rezeptor kann diese Fähigkeit jedoch wiederhergestellt 
werden. Um zu untersuchen, welchen Einfluss Mutationen im TrkA-Rezeptor auf das 
Neuritenwachstum haben können, wurden je 85.000 Zellen auf 3,5-cm-Schalen 
ausgesät und am nächsten Tag mit dem wildtypischen bzw. mit den mutierten 
Rezeptoren transfiziert. Als Kontrolle dienten die Transfektion mit einem EGFP-
Plasmid bzw. untransfizierte Zellen. Der eigentliche Versuch begann 24 Stunden 
nach der Transfektion. Die Zellen wurden ca. 3 Stunden in serumfreiem Medium 
inkubiert. Vor der Stimulation mit 200 ng/ml NGF wurden bei 100-facher 
Vergrößerung am „Axiovert 200M“-Mikroskop im Hellfeld und im grünen Kanal 
Aufnahmen von min. 20 zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern gemacht. Als Neuriten 
wurden Zellfortsätze gewertet, die mindestens dem doppelten Zelldurchmesser 
entsprachen. Der Anteil an differenzierten Zellen wurde als Anzahl der Zellen mit 
Neuriten geteilt durch die Anzahl der GFP- bzw. GFP-TrkA exprimierenden Zellen 
berechnet. Die Betrachtung der Zellen erfolgte über 48 Stunden. Es wurden 
mindestens 220 transfizierte Zellen pro Zeitpunkt ausgewertet. 
 
2.2.3.4 Untersuchung der Proteinstabilität durch Inkubation mit Cycloheximid 
 
Zur Untersuchung der Stabilität von Proteinen wurden fast konfluente 
Zellkulturschalen zu verschiedenen Zeitpunkten mit 20 µg/ml Cycloheximid versetzt, 
um die Ribosombiogenese zu unterbinden. Die Zellen wurden am Ende der 
Inkubationszeit sofort auf 4 °C gekühlt und umgehend der Proteinrohextrakt daraus 
präpariert wie unter 2.2.5.2 beschrieben. Anschließend erfolgte die Analyse durch 
SDS-PAGE (2.2.5.6) und Western-Blot (2.2.5.7). 
 
2.2.3.5 Oberflächenbiotinylierung 
 
Um spezifisch nur die auf der Oberfläche befindlichen Rezeptoren im Western Blot 
nachweisen zu können, wurde eine Oberflächenbiotinylierung durchgeführt. Dafür 
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wurden transient transfizierte Zellen je nach den Versuchsanforderungen behandelt 
und nach Ende der Inkubationszeit 2 x mit kaltem PBS, pH 7,4 mit 0,5 mM MgCl2 und 
0,9 mM CaCl2 gewaschen, um Medium und Serum vollständig zu entfernen. 
Verbleibende Amine könnten die folgende Reaktion sonst negativ beeinflussen, da 
sie mit dem Biotin um die Rezeptoren konkurrieren könnten. Anschließend erfolgte 
die Zugabe von EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, USA) in PBS für 
30 min. In dieser Zeit konnte das Biotin an die noch auf der Oberfläche befindlichen 
Rezeptoren binden. Unterbrochen wurde diese Reaktion durch Zugabe von 100 mM 
Glycin in PBS für 20 min. Nachdem noch 3 x mit PBS, pH 7,4 mit 0,5 mM MgCl2 und 
0,9 mM CaCl2 gewaschen wurde, erfolgte die Lyse mit RIPA-Lysispuffer, wie unter 
2.2.5.2 beschrieben. Die anschließende Immunpräzipitation wurde mit Streptavidin-
Agarose (Thermo Scientific, Waltham, USA) durchgeführt, die spezifische 
Bindungsstellen für Biotin bietet. Sie erfolgte im Übrigen wie unter 2.2.5.3 
angegeben. 
 
2.2.3.6 Durchflusszytometrie 
 
Ablösepuffer:     1 x Accutase (PAA, Pasching) 
 
FACS-Puffer:     1 x PBS, pH 7,4  
mit 0,5 mM MgCl2 und 0,9 mM CaCl2 
     5 % FBS 
 
Versuchspuffer:   10 mM HEPES 
 140 mM NaCl 
     2,5 mM CaCl2 
  pH 7,4 
 
Die Bestimmung von an der Zelloberfläche befindlichen Markern, wie Phosphatidyl-
serin oder der extrazellulär liegenden GFP-Markierung des Transmembranrezeptors 
TrkA, wurde mittels Durchflusszytometrie, auch FACS (Fluorscence Activated Cell 
Sorting) genannt, durchgeführt. Diese Methode ermöglicht eine quantitative Analyse 
der Zellen unter anderem in Bezug auf ihre Fluoreszenz in einem zerstäubten 
Flüssigkeitsstrom. 
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Für die Analyse wurden Zellen auf 10-cm-Schalen ausgesät und am darauffolgenden 
Tag transient transfiziert. Am Tag der Analyse wurden die Zellen je nach 
Fragestellung des Versuchs behandelt oder unbehandelt gelassen, auf Eis trans-
feriert, 1 x mit kaltem PBS gewaschen, mit 2 ml kalter Accutase abgelöst und in 2 ml 
FACS-Puffer überführt. Die Suspension wurde für 10 min bei 4 °C und 1000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand anschließend verworfen. Sollte lediglich die 
Transfektionseffizienz überprüft werden, so wurden die Zellen in Versuchspuffer 
resuspendiert und bis zur Messung auf Eis gelagert. Für die Färbung apoptotischer 
und nekrotischer Zellen wurden die Zellen in Versuchspuffer resuspendiert, Annexin 
V-Pacific Blue als für Apoptose spezifischer Farbstoff hinzugegeben und für 15 min 
im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Im Folgenden wurde erneut Annexin-Bindungspuffer 
zugegeben und die Zellen anschließend für 5 min mit Propidiumiodid als Marker für 
Nekrose bis zur Messung auf Eis inkubiert.  
 
2.2.3.7 Bestimmung der Zellviabilität mit alamarBlue 
 
Eine Möglichkeit, die Gesundheit von Zellen unter verschiedenen Bedingungen zu 
untersuchen, ist die Messung der Proliferation. Das selbst nicht toxische alamarBlue 
(Invitrogen, Carlsbad, USA) kann dafür eingesetzt werden, da der enthaltene, nicht 
fluoreszente Farbstoff Resazurin von lebenden Zellen zum stark fluoreszierenden 
Resorufin umgesetzt wird.  
Um die Auswirkung der verschiedenen TrkA-Varianten auf die Zellgesundheit zu 
untersuchen, wurden HEK293-Zellen in 24-Loch-Schalen mit 50.000 Zellen pro Loch 
ausgesät und transient transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden 10 % 
alamarBlue entweder direkt im Zellkulturmedium verdünnt oder in serumfreies 
Medium nach 3 maligem Waschen mit ebenfalls serumfreien Medium zu den Zellen 
gegeben. Nach 2,5 Stunden wurde das alamarBlue-haltige Medium abgenommen 
und in einer Doppelbestimmung die Intensität der Fluoreszenz desselben gemessen. 
Zu den Zellen wurde direkt nach Abnahme des alten Mediums neues serumhaltiges 
oder -freies Medium hinzugegeben und dem serumfreien Medium verschiedene 
Konzentrationen an NGF zugesetzt. 24 bzw. 48 Stunden nach der ersten Zugabe 
wurden jeweils wieder 10 % alamarBlue direkt ins Medium hinzugegeben, 
2,5 Stunden später abgenommen, die Doppelbestimmung durchgeführt und neues 
Medium mit bzw. ohne NGF zu den Zellen gegeben. Jeder Versuch wurde 
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mindestens fünfmal durchgeführt. Als Positivkontrolle für Zelltod diente 1 % TritonX-
100 in serumhaltigem Medium. 
 
2.2.3.8 Immunfluoreszenz 
 
Auf Deckgläschen ausgesäte und transient transfizierte Zellen wurden nach Bedarf 
stimuliert und anschließend 1 x mit kaltem PBS gewaschen. Es folgte die Fixierung 
für 10 min in eiskaltem Methanol bevor sich nach 3 maligem weiteren Waschen mit 
kaltem PBS die Permeabilisierung anschloss. Dafür wurde eine 1 %ige Lösung von 
BSA in PBS hergestellt und dieser 10 % Ziegenserum und 0,1 % TritonX-100 
zugesetzt. Nach 1 Stunde wurde erneut 3 x mit kaltem PBS gewaschen und die 
Zellen anschließend mit dem primären Antikörper über Nacht inkubiert. Die 
Verdünnung des Antikörpers erfolgte in einer 1 %igen Lösung von BSA in PBS. Am 
nächsten Tag wurde der primäre Antikörper abgenommen, 3 x mit kaltem PBS 
gewaschen und die Zellen für 1 Stunde mit dem entsprechenden sekundären 
Antikörper im Dunkeln inkubiert. Auch dieser wurde wieder in einer 1 %igen Lösung 
von BSA in PBS aufgenommen. Anschließend wurde erneut 3 x mit kaltem PBS 
gewaschen und die Deckgläschen auf einen Objektträger mit Eindeckmedium gelegt. 
Nach dem Trocknen konnten die gefärbten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop 
betrachtet werden. 
 
2.2.3.9 Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen 
 
Hierfür wurden Zellen in 6-Loch-Platten mit eingelegtem Deckgläschen ausgesät und 
transient mit entsprechenden GFP-Plasmiden transfiziert. Das Grün-Fluoreszierende-
Protein (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria ist zur Beobachtung lebender Zellen 
sehr gut geeignet, da blaues Licht das GFP zur Abstrahlung einer grünen 
Fluoreszenz anregt, ohne dass eine weitere Behandlung der Zellen notwendig ist. 
Die Zellen wurden nach Bedarf mit NGF stimuliert und, wenn angegeben, kurz vor 
der Betrachtung unter dem Mikroskop 10 min mit Alexa Fluor 555-markiertem 
Transferrin (1:250) (Invitrogen, Carlsbad, USA) inkubiert. Nach 3 maligem Waschen 
mit serumfreiem Kulturmedium ohne Phenolrot, dem 0,2 % BSA und 1 % HEPES 
zugesetzt waren, wurde das Deckgläschen in eine Inkubationskammer eingespannt, 
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so dass die Zellen bei 37 °C und unter Zusatz von 5 % CO2 für die Dauer des 
Versuchs weiter kultiviert werden konnten. 
 
2.2.4 Genetische und molekularbiologische Methoden 
 
2.2.4.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Nukleinsäurekonzentrationen in H2O wurden entweder in ethidiumbromidgefärbten 
Agarosegelen durch Vergleich mit einem Standard oder photometrisch durch 
Messung der Absorption bei 260 nm ermittelt. Eine Absorption von 1 bei 260 nm 
entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg/ml einzelsträngiger DNA und 
RNA. Der Quotient aus A260 und A280 ist ein Maß für die Reinheit der Nukleinsäure, er 
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 
 
2.2.4.2 Restriktion von DNA mit Endonukleasen 
 
Die Restriktion von DNA mittels Endonukleasen erfolgte nach den Angaben des 
Herstellers (NEB, Ipswich, USA) unter Verwendung der mitgelieferten 
Reaktionspuffer für 1 – 2 Stunden oder über Nacht. 
 
2.2.4.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegel-Elektrophorese 
 
Lösungen: 
 
TBE-Puffer: 0,089 M Tris-Base 
 0,089 M Borsäure 
 0,002 M EDTA (pH 8,0) 
 
6-fach Auftragungspuffer:   0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
   0,25 % (w/v) Xylencyanol 
 15 % (w/v) Ficoll (Typ 400) 
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Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8 – 2,0 %igen 
TBE-Agarosegelen. Größe und Menge der aufgetrennten DNA wurde durch 
Vergleich der Ethidiumbromid-Anfärbbarkeit mit einem Standard ermittelt (1 µg 
EcoRI/HinDIII-restringierte doppelsträngige DNA des Phagen Lambda). Nach 
Beendigung der Elektrophorese wurden die DNA-Banden unter UV-Licht (254 nm) 
sichtbar gemacht und fotografiert. Sollten Gelstücke mit entsprechenden Banden mit 
einem Skalpell ausgeschnitten werden, so erfolgte dies bei 312 nm. 
 
2.2.4.4 Isolierung von DNA-Fragmenten 
 
Um DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen zu isolieren, wurde das „QIAquick Gel 
Extraction Kit“ der Firma Qiagen benutzt. Es wurde nach den Angaben des 
Herstellers verfahren (Qiagen, Hilden). 
 
2.2.4.5 Dephosphorylierung geschnittener Vektorfragmente 
 
Um die Religation des restringierten Vektorrückgrats zu verhindern, wurde dieser 
Ansatz vor der Ligation mit Antarctic Phosphatase (NEB, Ipswich, USA) und 
passendem Puffer inkubiert. Dabei wurden die Angaben des Herstellers beachtet. 
 
2.2.4.6 Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden T4-DNA-Ligase und Reaktionspuffer der 
Firma NEB (Ipswich, USA) benutzt. Der Ansatz wurde über Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden die Anweisungen des Herstellers 
berücksichtigt. 
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2.2.4.7 DNA-Amplifikation mit der Polymerasekettenreaktion nach Mullis et al. 
(1986) 
 
Zur Amplifikation definierter DNA-Fragmente wurde die Polymerase-Kettenreaktion 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) durchgeführt. Je nachdem, ob das Produkt 
weiterverwendet werden sollte oder nur zur Überprüfung erzeugt wurde, wurden 
verschiedene Polymerasen verwendet.  
Um eine möglichst fehlerfreie Vervielfältigung zu gewährleisten, wurde die VENT-
DNA-Polymerase der Firma NEB (Ipswich, USA) verwendet, die eine 5’ → 3’-
Korrekturlesefunktion besitzt. Ein typischer Reaktionsansatz setzte sich wie folgt 
zusammen: 
 
Ansatz   1 : µl Plasmid-DNA (10 ng) 
   1 µl Oligonukleotid 1 (100 pmol/µl) 
   1 µl Oligonukleotid 2 (100 pmol/µl) 
   5 µl 10-fach Reaktionspuffer, vom Hersteller mitgeliefert 
   4 µl Desoxynukleotidmix (je 2,5 mM) 
   0,5 µl VENT-DNA-Polymerase 
 37,5 µl H2O 
 50 µl Gesamtvolumen 
 
Eine PCR verlief üblicherweise wie folgt: 
 
Reaktion
  2. Denaturierung 30 sek 95 °C 
: 1. Denaturierung   2 min 95 °C 
  3. Hybridisierung   1 min 60 °C 
  4. Elongation    3 min  72 °C (ca. 1 min / 1000 Basen) 
 
 Die Schritte 2 – 4 wurden 30 x wiederholt. 
 
5. Polymerisation  10 min  72 °C  (zur Auffüllung unvoll-
         ständiger Reaktionen) 
 
Material und Methoden 43 
Zur Isolierung der PCR-Produkte aus dem Reaktionsgemisch wurde das „QIAquick 
PCR Purification Kit“ der Firma Qiagen benutzt, wobei die Angaben des Herstellers 
befolgt wurden (Qiagen, Hilden). 
 
Für rein quantitative PCRs wurde stattdessen die HotStarTaq-DNA-Polymerase 
(Qiagen, Hilden) verwendet. Da Produkte nur auf einem Agarosegel überprüft, aber 
nicht weiter verwendet werden sollten, waren Lesefehler tolerierbar. Typischerweise 
wurde ein Reaktionsansatz wie folgt zusammengestellt: 
 
Ansatz   1,5 : µl Plasmid-DNA (10 ng) 
   1 µl Oligonukleotid 1 (100 pmol/µl) 
   1 µl Oligonukleotid 2 (100 pmol/µl) 
   2,5 µl 10-fach Reaktionspuffer, vom Hersteller empfohlen 
   0,5 µl Desoxynukleotidmix (je 2,5 mM) 
   0,25 µl HotStarTaq-DNA-Polymerase 
 18,25 µl H2O 
 25 µl Gesamtvolumen 
 
Üblicherweise verlief eine PCR wie folgt: 
 
Reaktion
  2. Denaturierung 45 sek 95 °C 
: 1. Denaturierung 15 min 95 °C 
  3. Hybridisierung   1 min 60 °C 
  4. Elongation    1 min  72 °C (ca. 1 min / 1000 Basen) 
 
 Die Schritte 2 - 4 wurden 35 x wiederholt. 
 
5. Polymerisation   10 min  72 °C  (zur Auffüllung unvoll-
         ständiger Reaktionen) 
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2.2.4.8 Gerichtete Mutagenese von Plasmiden 
 
Um einzelne oder mehrere Basenpaare in einem Vektor gezielt zu verändern, wurde 
das „QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit“ der Firma Stratagene (La Jolla, 
USA) verwendet. Generell wurde nach den Anweisungen des Herstellers verfahren, 
die Zusammensetzung der Reaktion musste jedoch für diese Arbeit optimiert werden. 
Ein Reaktionsgemisch setze sich wie folgt zusammen: 
 
Ansatz     1,23 : µl Plasmid-DNA (50 ng) 
 125 ng Oligonukleotid 1 (100 pmol/µl) 
 125 ng Oligonukleotid 2 (100 pmol/µl) 
     5 µl 10-fach Reaktionspuffer 
     1 µl Desoxynukleotidmix 
ad   49 µl H2O 
     1 µl Pfu Ultra HF Polymerase 
 
Die anschließende PCR verlief wie folgt: 
 
Reaktion
  2. Denaturierung 30    sek 95 °C 
: 1. Denaturierung 30    sek 95 °C 
  3. Hybridisierung   1    min 55 °C 
  4. Elongation    8,5 min  68 °C (ca. 1 min / 1000 Basen) 
 
Die Schritte 2 – 4 wurden 16 x wiederholt und die Proben anschließend auf Eis 
schnell heruntergekühlt. 
 
Es folgte der Verdau des methylierten Ausgangsplasmids mit 0,5 µl DpnI-
Restriktionsenzym für 1 Stunde bei 37° C. Von diesem Ansatz wurden 3 µl in 
chemisch kompetente Top10 Escherichia coli transformiert, wie unter 2.2.4.9 
beschrieben. 
 
Der Erfolg der gerichteten Mutagenese wurde durch Sequenzierung, wie unter 
2.2.4.11 beschrieben, überprüft. 
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2.2.4.9 Transformation kompetenter Zellen von Escherichia coli 
 
Für die Transformation wurden chemisch kompetente Top10 Escherichia coli-Zellen 
der Firma Invitrogen (Carlsbad, USA) verwendet. Ein Aliqout (50 µl) wurde auf Eis 
aufgetaut, nach Bedarf auf bis zu fünf Reagiergefäße aufgeteilt und sofort 
weiterverwendet. Nach Zugabe der Plasmid-DNA wurden die Zellen für 30 min auf 
Eis inkubiert und anschließend für 30 sek bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen, 
damit die Plasmid-DNA von den Zellen aufgenommen werden konnte. Es folgte die 
Zugabe von 250 µl mitgeliefertem SOC-Medium, bevor die Zellen für 1 Stunde bei 
37 °C schüttelnd inkubiert wurden, um das plasmidkodierte Resistenzgen zu 
exprimieren. Daran anschließend wurden die Zellen kurz abzentrifugiert, der 
Überstand bis auf ca. 100 µl abgenommen und die resuspendierten Zellen auf 
LB-Platten mit 100 µg/ml Ampicillin oder 50 µg/ml Kanamycin ausplattiert. Es folgte 
die Inkubation der Platten über Nacht bei 37 °C. 
 
2.2.4.10 Präparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli 
 
Zur Isolation von Plasmid-DNA in kleinem Maßstab wurde das „Plasmid Mini Kit“ der 
Firma Qiagen benutzt. Zur Aufreinigung größerer und reinerer Mengen an Plasmid-
DNA wurde das „HiSpeed Plasmid Maxi Kit“ derselben Firma eingesetzt. Es wurde 
nach den Angaben des Herstellers verfahren (Qiagen, Hilden). 
 
2.2.4.11 Sequenzierung von DNA nach Sanger et al. (1977) 
 
Die Sequenzierung doppelsträngiger Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxy-
nukleotid-Methode von Sanger unter Verwendung des „BigDye Terminator v.1.1“-Kits 
der Firma Becton-Dickinson und des Sequenziergeräts ABI-Prism 310 der Firma 
Applied Biosystems durchgeführt. 500 ng Plasmid-DNA wurden mit dem fertigen 
Sequenziermix und 5 pmol Primer vermischt und mit MilliQ-H2O auf ein Endvolumen 
von 20 µl gebracht.  
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Die Reaktion erfolgte durch Polymerasekettenreaktion nach folgendem Programm: 
 
    1. 96 °C    1 min 
    2. 96 °C  10 sek 
    3. 50 °C    5 sek 
    4. 60 °C    4 min 
 
Die Schritte 2 – 4 wurden 25 x wiederholt.  
 
2.2.4.12 Aufarbeitung von Sequenzierproben 
 
Die amplifizierte DNA wurde anschließend aus den Sequenzierproben ausgefällt. 
Dafür wurde das PCR-Produkt mit 250 µl Ethanol, absolut, 80 µl hochreinem Wasser 
(Merck, Darmstadt) und 10 µl 3 M Natriumacetat (pH 4,8) versetzt. Nach einer 
30-minütigen Zentrifugation bei 4 °C wurde der Überstand vorsichtig abgenommen 
und diesmal 250 µl 70 %iges Ethanol zugegeben. Anschließend an eine zweite 
Zentrifugation für 10 min bei 4 °C und an das Verwerfen des Überstandes wurde die 
gefällte DNA ca. 30 min bei 50 °C getrocknet. Alle für die Fällung verwendeten 
Lösungen waren gekühlt.  
Bis zur Sequenzierung mit dem AbiPrism 310 wurden die Proben bei -20 °C gelagert. 
Erst direkt vor dem Lauf wurde die DNA in 20 µl hochreinem Wasser resuspendiert. 
 
2.2.5 Biochemische Methoden 
 
2.2.5.1 Proteinkonzentrationsbestimmung  
 
Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem „Micro BCA Protein Assay 
Kit“ von Pierce (Rockford, USA). Es wurde nach den Angaben des Herstellers 
verfahren.  
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2.2.5.2 Herstellung von zellfreien Proteinrohextrakten aus Zelllinien 
 
RIPA-Lysispuffer:   50 mM Tris, pH 8,0 
 150 mM NaCl 
     1 % NP-40 
     0,5 % Deoxycholsäure 
     0,1 % SDS 
 
Vor der Verwendung wurde je nach Bedarf zugegeben: 
 Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim) 
 1 mM Phosphataseinhibitor Natriumorthovanadat (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) 
 20 µmol/l Proteasominhibitor MG132 (Biomol, Hamburg) 
 
Zur Gewinnung der Rohextrakte wurde die Zellen einer fast konfluenten Petrischale 
zuerst 1 x mit gekühltem 1 x PBS, pH 7,4 mit 0,5 mM MgCl2 und 0,9 mM CaCl2 
gewaschen und anschließend mit RIPA-Lysispuffer für mindestens 30 min lysiert. 
Das Lysat wurde dann mit einem Zellschaber gesammelt, in ein gekühltes 
Reagiergefäß überführt und zur Entfernung der Zelltrümmer und unlöslicher 
Bestandteile zentrifugiert (10 min, 4 °C, 20.000 g). Der proteinhaltige Überstand 
wurde abgenommen und ein Teil davon für eine spätere 
Proteinkonzentrationsbestimmung, wie unter 2.2.5.1 beschrieben, verwahrt.  
 
2.2.5.3 Immunpräzipitation von Proteinen aus Proteinrohextrakten 
 
Um einzelne Proteine selektiv aus dem proteinhaltigen Überstand aufzureinigen, 
wurde ein Teil davon einer Immunpräzipitation unterzogen. Dafür wurde der 
Proteinrohextrakt zuerst für 15 – 30 min mit Protein-A- bzw. mit Protein-G-Sepharose 
auf Eis inkubiert, um unspezifisch an diese Matrix bindende Proteine zu entfernen. 
Nach einer 10-minütigen Zentrifugation (4 °C, 20.000 g) wurde der verbleibende 
Überstand erneut vorsichtig abgenommen und mit dem entsprechenden spezifischen 
Antikörper inkubiert. Je nach Angabe des Herstellers wurde Protein-A- bzw. 
Protein-G-Sepharose direkt mit in den Proteinrohextrakt gegeben und die Reagier-
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gefäße über Nacht bei 4 °C in einem Überkopfschüttler platziert oder die Sepharose-
Zugabe erfolgte erst am nächsten Morgen. In diesem Fall wurden die Proben für 
mindestens 2 weitere Stunden über Kopf schüttelnd bei 4 °C inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben zentrifugiert (2 min, 4 °C, 20.000 g), der Überstand verworfen und 
die Sepharosematrix 3 x mit Lysispuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt 
wurde der verbleibende Überstand mit einer Hamilton-Pipette vollständig abge-
nommen, die Matrix mit 1 x Laemmli-Auftragungspuffer versetzt und für 5 min bei 
100 °C inkubiert. 
 
2.2.5.4 Koimmunpräzipitation von Proteinen aus Proteinrohextrakten 
 
HEPES-Lysispuffer:   50 mM HEPES, pH 7,5 
 150 mM NaCl 
   10 % Glycerin 
     1 % TritonX-100 
 
Vor der Verwendung wurde je nach Bedarf zugegeben: 
 Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim) 
 1 mM Phosphataseinhibitor Natriumorthovanadat (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA) 
 20 µmol/l Proteasominhibitor MG132 (Biomol, Hamburg) 
 
Sollte anschließend an die Gewinnung des proteinhaltigen Überstandes eine 
Koimmunpräzipitation erfolgen, wurde statt des RIPA-Lysispuffer ein weniger 
stringenter Lysispuffer auf HEPES-Basis eingesetzt. Die Dauer der Lyse musste 
deshalb auf 1 Stunde verlängert werden. Ansonsten wurde verfahren wie unter 
2.2.5.3 beschrieben. 
 
2.2.5.5 Zellfraktionierung 
 
Die Auftrennung von Proteinen in grobe Fraktionen von zytosolischen, 
membranösen, nukleären und zytoskelettalen Proteinen erfolge mit dem „Qproteome 
Cell Compartment Kit“ der Firma Qiagen (Hilden). Dafür wurden transient transfizierte 
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Zellen 24 Stunden nach der Transfektion verwendet. Bei der Durchführung wurde 
nach den Angaben des Herstellers verfahren. 
2.2.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) 
 
Gel-Lösungen:   0,5 M Tris, pH 6,8, 0,4 % SDS 
   1,5 M Tris, pH 8,8, 0,4 % SDS 
 40 % (w/v) Acrylamid 
   2 % (w/v) Bisacrylamid 
 20 % (w/v) APS 
  TEMED 
 
Lämmli-Laufpuffer (LRB):   25 mM Tris, pH 8,3 
 192 mM Glycin 
     0,1% (w/v) SDS 
 
Lämmli-Auftragungspuffer: 125 mM Tris, pH 6,8 
   10 % DTT 
     4 % (w/v) SDS 
   20 % (w/v) Glycerin 
     0,04 % (w/v) Bromphenolblau 
 
Das Trenngel (20 ml) wurde für zwei Gele gleichzeitig angesetzt und wie folgt 
hergestellt: 
 
Prozent 7,5 10 12,5 15 
MilliQ-H2O 9,125 ml 7,24 ml 5,355 ml 3,47 ml 
1,5 M Tris-Cl, pH 8,8, 4 % SDS 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 
40 % Acrylamidlösung 3,645 ml 4,86 ml 6,075 ml 7,29 ml 
2 % Acrylamidlösung 2,01 ml 2,68 ml 3,35 ml 4,02 ml 
20 % APS 200 µl 200 µl 200 µl 200 µl 
TEMED 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 
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Das Sammelgel (10 ml) wurde ebenfalls für zwei Gele gleichzeitig angesetzt und wie 
folgt hergestellt: 
 
Prozent 4 
H2O 5,91 ml 
1 M Tris-Cl, pH 6,8, 4 % SDS 2,5 ml 
40 % Acrylamidlösung 960 µl 
2 % Acrylamidlösung 520 µl 
20 % APS 100 µl 
TEMED 10 µl 
 
Das Trenngel wurde direkt nach dem Gießen vorsichtig mit Isopropanol überschichtet 
und für ca. 30 min auspolymerisiert. Dann wurde das Isopropanol abgenommen, 3 x 
mit H2O nachgespült, das Sammelgel gegossen und der taschenbildende Kamm 
eingeführt. Die verwendeten Apparaturen stammten von der Firma Hoefer Scientific 
(San Francisco, USA).  
In manchen Fällen war es notwendig, größere Gele herzustellen. Dafür wurden 
Apparaturen der Firma Bio-Rad verwendet. Die Menge an Trenngel wurde der Größe 
entsprechend auf 40 ml für ein Gel erhöht, für das Sammelgel wurden 10 ml benötigt. 
Ansonsten wurde verfahren wie zuvor geschildert. 
Der proteinhaltige Überstand wurde mit Lämmli-Auftragungspuffer versetzt, 5 min bei 
100 °C inkubiert, abzentrifugiert und 20 – 40 µg auf das Gel aufgetragen. Durch SDS 
und DTT werden die Proteine denaturiert. Das SDS lagert sich an die 
Polypeptidketten an. Es entsteht ein negativ geladener Komplex, dessen Ladung der 
Masse des Proteins ungefähr proportional ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit steht 
dann annährend im Verhältnis zum Logarithmus der Masse des Proteins. 
 
2.2.5.7 Nachweis von Proteinen durch Western-Blot 
 
Transfer-Puffer:   25 mM Tris, pH 8,3 
 192 mM Glycin 
   20 % (v/v) Methanol 
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TBS: 0,01 mM Tris 
 0,15 mM NaCl 
  pH 8,0 
 
TBST:  TBS 
 0,05 % Tween 20 
 
Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine durch „Tank-Blotting“ aus dem Gel 
auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P PVDF-Membran, Millipore, Billerica, USA) 
übertragen. Der Transfer wurde in Transferpuffer über Nacht bei 13 V und 
anschließend für eine weitere Stunde bei 400 mA durchgeführt, sofern die Apparatur 
von Amersham Biosciences verwendet wurde. Bei Gebrauch der größeren Western-
Blot-Apparatur der Firma Bio-Rad wurde stattdessen erst 6 Stunden bei 60 V und 
über Nacht bei 15 V transferiert. PVDF-Membranen wurden vor dem Transfer in 
Methanol aktiviert. Nach dem Transfer wurden die Membranen für 2 min mit 
Ponceau S angefärbt, um den gleichmäßigen Transfer zu überprüfen. Das Entfärben 
erfolgte durch mehrmaliges Waschen in H2O. Anschließend wurden sie für 
mindestens 1 Stunde in Blockinglösung (5% Milchpulver in TBST) inkubiert. Nach 3 x 
5 min waschen in TBST erfolgte die Inkubation der Membranen mit dem 1. Antikörper 
(1:1.000 – 1:10.000 verdünnt in 5 % BSA in TBST) über Nacht bei 4 °C. Am 
nächsten Morgen wurde erneut 3 x 5 min in TBST gewaschen und anschließend der 
2. Antikörper (Horseradish Peroxidase gekoppelt, Pierce) zugegeben. Er wurde 
1:1.000 bzw. 1:2.500 in Blockinglösung verdünnt. Die Inkubation erfolgte 1 Stunde 
bei Raumtemperatur. Nach 5 – 7 maligem Waschen für je 5 min in TBST wurden die 
Membranen in „SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate“-
Chemilumineszenz-Lösung inkubiert (Pierce, Rockford, USA). Das Ergebnis wurde 
auf einem Röntgenfilm dokumentiert (Pierce, Rockford, USA). 
Sollte auf der Membran ein weiteres Mal ein spezifisches Protein nachgewiesen 
werden, so wurde diese nach der Detektion zunächst 3 x kurz in 1 x TBST 
geschwenkt, um die verbleibende Chemilumineszenz-Lösung abzuwaschen. 
Anschließend wurde die Membran für 30 min bei Raumtemperatur in 0,2 N 
Natronlauge inkubiert, um Primär- und Sekundärantikörper zu entfernen. Nach 
einmaligem Abpuffern in 1 x TBST wurde die Membran erneut für 1 Stunde in 
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Blockinglösung (5% Milchpulver in TBST) inkubiert. Ab hier wurde verfahren wie 
zuvor beschrieben. 
 
2.2.6 Bioinformatik 
 
Durch die Sequenzierung sowohl des menschlichen Genoms, als auch weiterer 
wichtiger Modellorganismen, ist es möglich geworden, diese auf molekularer Ebene 
genauer zu untersuchen. Dies bezieht sich jedoch nicht nur auf die DNA-Sequenz 
selbst, sondern auch auf die daraus ableitbare Proteinsequenz identifizierter Gene. 
Durch Sequenzvergleiche nach Scoreberechnung, so genannte Alignments, ist es 
möglich geworden, Proteine in silicio mit anderen bekannten und unbekannten 
Proteinsequenzen zu vergleichen, um so Rückschlüsse auf Evolution bzw. 
konservierte Sequenzen der Proteine ziehen zu können. Das Alignment kann dazu 
dienen, aus Sequenzunterschieden phylogenetische Stammbäume zu erstellen und 
bestimmten konservierten Sequenzbereichen Funktionen zuzuordnen. 
Die in dieser Arbeit verglichenen Proteinsequenzen wurden mittels „NCBI – Entrez 
Protein“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar) gesucht 
und anschließend mit ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) 
verglichen. Dieses frei zugängliche Programm ermöglicht das Alignment mehrerer 
Sequenzen, indem es eine Distanzmatrix für jede Position aufbaut, einen „Baum“ 
berechnet, der angibt, wie weit die Sequenzen voneinander entfernt sind und so 
progressiv ein multiples Alignment erstellt. Dabei werden ein Cladogramm und ein 
Phylogramm erzeugt, wobei das Phylogramm die genetische Distanz der Sequenzen 
beschreibt. 
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3 Ergebnisse 
In der vorliegenden Arbeit wurden molekulargenetische, biochemische und 
zellbiologische Untersuchungen zu den Auswirkungen einer humanpathogenen 
Mutation im trkA-Neurotrophinrezeptorgen durchgeführt. Diese Mutation führt zu 
einem einzelnen Basenaustausch, ist also eine Punktmutation.  
Eine vorhergehende Arbeit hatte bereits einen Funktionsverlust der für nicht-
neuronale Gewebe spezifischen TrkA Isoform I in Bezug auf ihre Phosphorylierung 
und ihre Kinaseaktivität beschrieben, wenn diese Mutation eingeführt wurde (Greco 
et al., 1999). Weitergehende Untersuchungen, die Auswirkungen auf Signaltrans-
duktion und intrazellulären Proteintransport betreffend, hatten jedoch nicht statt-
gefunden. Die genauere Analyse der Auswirkungen der Mutation R780P ist Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit. 
 
3.1 Erzeugung und Überprüfung eines GFP-TrkA-Plasmids 
Im Rahmen dieser Arbeit war es erforderlich, eine markierte Version des humanen 
TrkA-Proteins zu erzeugen, um dieses bei den folgenden Studien einfach detektieren 
zu können und die Wirkung dieser humanpathogenen Mutation auf das Modellsystem 
zu untersuchen. 
 
3.1.1 Klonierung des GFP-TrkA-Plasmids 
Für die Klonierung wurde die cDNA der für neuronale Zellen spezifischen 
Splicevariante, der so genannten Isoform II, gewählt. Diese unterscheidet sich von 
der zuerst beschriebenen Isoform I durch 18 zusätzliche Basenpaare bzw. 6 Amino-
säuren ab Position 393 (Barker et al., 1993). 
Da in der hier dargestellten Arbeit Mutationen in der Nähe des C-Terminus von TrkA 
untersucht werden sollten, wurde die Markierung am N-Terminus angebracht. Am 
N-Terminus von TrkA befindet sich ein Signalpeptid von 32 Aminosäuren, welches 
das Protein für den Transport durch das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-
Apparat zur Plasmamembran kennzeichnet. Daher war es notwendig, die Markierung 
erst anschließend einzufügen. Es wurde dafür der Klonierungsvektor pEXPR-IBA44 
gewählt, der vor der multiplen Klonierungsstelle eine BM40-Sequenz enthält (Abb. 6). 
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Diese fungiert im Protein später als Ersatz für das ursprüngliche Signalpeptid und 
führt zum Transport des Rezeptors an die Plasmamembran. Die im Vektor bereits 
vorhandenen Markierungen wurden nicht ausgenutzt, sondern stattdessen eine 
verbesserte Variante des Grün-Fluoreszierenden-Proteins (GFP) der Qualle 
Aequorea victoria verwendet, um die Lokalisierung des Proteins einfach licht-
mikroskopisch darstellen zu können. Diese Markierung wurde hinter die BM40-
Sequenz gesetzt und anschließend die wildtypische Sequenz des humanen trkA-
Gens Isoform II einkloniert.  
 
Abb. 6: Klonierungsvektor 
pEXPR-IBA44 mit multipler 
Klonierungsstelle 
Die verwendeten Restriktions-
endonukleaseschnittstellen des 
Vektors sind grün markiert. 
Direkt vor der verwendeten 
NheI-Schnittstelle liegt die 
BM40-Sequenz. Die Strep- und 
die 6xHis-Markierung wurden 
durch die Klonierung zusammen 
mit dem Großteil der multiplen 
Klonierungsstelle (Multiple 
Cloning Site, MCS) vollständig 
entfernt. Die insertierte cDNA 
steht unter der Kontrolle eines 
CMV-Promotors. 
 
Anschließend wurden zwei Mutationen durch gerichtete Mutagenese an den 
Positionen 2339 (G/C) bzw. 2371/2372 (TA/GC) erzeugt (Abb. 7). Diese entsprechen 
im Protein den Mutationen GFP-TrkA R780P bzw. GFP-TrkA Y791A, im Folgenden 
kurz R780P und Y791A genannt. Dabei ist die Mutation R780P als humanpathogen 
beschrieben worden. Sie liegt am äußersten Ende der Kinasedomäne und ruft die 
hereditäre sensorische und autonome Neuropathie HSAN IV hervor (Greco et al., 
1999). Die nahe gelegene Mutation Y791A inaktiviert die dortige Phosphorylierungs-
stelle, indem durch das Fehlen der Hydroxylgruppe das Anhängen eines Phosphat-
restes nicht mehr möglich ist. Die Auswirkungen einer solchen Mutation sind bereits 
mehrfach untersucht worden (Obermeier et al., 1993; Loeb et al., 1994). Insofern 
dient diese Mutation als Vergleich für die Auswirkungen der Mutation R780P. 
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Abb. 7: Schematische Darstellung der erzeugten Plasmide 
Die Grafik zeigt die Abfolge der Elemente, wie sie im Klonierungsvektor pEXPR-IBA44 
angeordnet sind. Die cDNA der TrkA Isoform II (TrkA II) wurde um 96 bp, entsprechend der 
Signalsequenz, verkürzt. Daraus ergibt sich die Gesamtlänge von 2292 bp bzw. 764 
Aminosäuren (AS). Die Benennung der Mutationen bezieht sich auf die ursprüngliche 
Gesamtlänge von 2388 bp bzw. 796 Aminosäuren. 
 
3.1.2 Überprüfung der Funktionalität des humanen wildtypischen GFP-TrkA-
Plasmids 
Die Funktionalität des GFP-TrkA-Plasmids wurde durch den Vergleich mit einem 
bereits beschriebenen wildtypischen HA-TrkA-Plasmid überprüft. In diesem Plasmid 
wurde dem trkA der Ratte ebenfalls eine BM40-Sequenz vorangestellt (Bibel et al., 
1999). Nach 15-minütiger Stimulation mit dem Nervenwachstumsfaktor NGF zeigten 
sich keine wesentlichen Unterschiede im Phosphorylierungsmuster von TrkA an den 
Tyrosinresten der Positionen 496 und 791. Tatsächlich konnte bei HA-TrkA nur die 
nicht vollständig maturierte Form von 110 kDa detektiert werden, während man bei 
GFP-TrkA auch die reife Form von ca. 165 kDa inklusive der GFP-Markierung von 
26 kDa sah (Abb. 8). Außerdem zeigte GFP-TrkA eine etwas geringere Grund-
aktivierung, die wahrscheinlich durch die Überexpression entsteht (Hempstead et al., 
1992). 
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Abb. 8: Phosphorylierung 
von HA-TrkA und GFP-TrkA 
im Vergleich in HEK293-
Zellen 
Nach 15-minütiger Stimulation 
mit NGF wurden die Zellen 
lysiert und die Proteine extra-
hiert. Diese wurden durch 
SDS-PAGE aufge-trennt und 
nach Western Blot mithilfe 
von spezifischen Antikörpern 
detektiert. Größenunterschiede zwischen HA-TrkA und GFP-TrkA entstehen durch die GFP-
Markierung von ca. 26 kDa. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von insgesamt drei 
Experimenten. 
 
Auch die Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden sollte keine wesentlichen 
Unterschiede aufweisen. Tatsächlich konnte dies auch beobachtet werden (Abb. 9). 
HA-TrkA und GFP-TrkA führten nach Überexpression zu einer Grundaktivierung von 
PLCγ1 und Erk1/2, wobei Letzteres durch NGF-Gabe noch zusätzlich stimuliert 
werden konnte. Für Akt konnten keine Unterschiede beobachtet werden. Dieses 
Protein ist bereits in untransfizierten und unstimulierten Zellen aktiviert und kann 
durch Transfektion oder NGF-Gabe nicht mehr zusätzlich stimuliert werden. Eine 
mögliche Ursache ist das verwendete Modellsystem, da in immortalisierten Zelllinien 
die Signaltransduktionsmuster erheblich alteriert und viele Signaltransduktions-
kaskaden konstitutiv aktiv sein können (Nicholson und Anderson, 2001). 
 
Abb. 9: Phosphorylierung von 
TrkA-Effektoren in HEK293-
Zellen 
Nach 15 Minuten NGF-Stimula-
tion wurden die Zellen lysiert und 
die Proteine extrahiert. Diese 
wurden durch SDS-PAGE aufge-
trennt und nach Western Blot 
mithilfe von spezifischen Anti-
körpern detektiert. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis von ins-
gesamt drei Experimenten. 
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Um festzustellen, ob GFP-TrkA und HA-TrkA auch durch andere Wachstumsfaktoren 
als NGF aktiviert werden können, wurde der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) 
eingesetzt (Abb. 10). Es zeigte sich erneut die Grundaktivierung von TrkA, ausgelöst 
durch die Überexpression. Eine zusätzliche Aktivierung konnte für die 
Phosphorylierungsstelle Y496 beobachtet werden. Dies könnte möglicherweise durch 
Transaktivierung geschehen. Für die Phosphorylierungsstelle Y791 zeigte sich 
hingegen kaum eine verstärkte Phosphorylierung. Für TrkB ist eine solche 
Transaktivierung durch EGF an den Shc- und PLCγ-Bindungstellen bereits 
beobachtet worden (M. Sendtner, Konferenzvortrag, NGF-Meeting, Israel, 2008). So 
zeigten diese Ergebnisse insgesamt, dass das GFP-TrkA-Plasmid für ein 
funktionales Protein codiert. 
 
Abb. 10: Auswirkung der 
Stimulation von transient mit 
HA-TrkA oder GFP-TrkA trans-
fizierten HEK293-Zellen mit 
EGF 
Nach 15-minütiger Stimulation 
mit 100 ng/ml EGF wurden die 
Zellen lysiert und die Proteine 
extrahiert. Diese wurden durch 
SDS-PAGE aufgetrennt und nach 
Western Blot mithilfe von spezi-
fischen Antikörpern detektiert. 
Das Sternchen kennzeichnet eine 
kreuzreagierende Bande. Grö-
ßenunterschiede zwischen HA-
TrkA und GFP-TrkA entstehen 
durch die GFP-Markierung von 
ca. 26 kDa. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von insgesamt drei Experimenten. 
 
3.1.3 Vergleich des Expressionsniveaus von GFP-TrkA und seiner Mutanten 
Nach der Überprüfung der Funktionalität von GFP-TrkA erfolgte ein Vergleich der im 
Zellkultursystem exprimierten Proteinmengen. Dabei zeigte sich, dass HA-TrkA in 
HEK293-Zellen offenbar stärker exprimiert wird als GFP-TrkA. Des Weiteren schien 
R780P möglicherweise in geringfügig geringerem Maße vorhanden zu sein als das 
wildtypische GFP-TrkA (Abb. 11).  
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Abb. 11: Vergleich der 
Proteinmengen von HA-TrkA, 
GFP-TrkA, R780P und Y791A in 
Rohextrakten von HEK293-Zellen 
24 Stunden nach der transienten 
Transfektion wurden die Proteine 
extrahiert und mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Nach Western Blot 
wurden sie mithilfe von spezifischen 
Antikörpern gegen TrkA bzw. 
α-Tubulin detektiert. Größenunter-
schiede zwischen HA-TrkA und 
GFP-TrkA entstehen durch die 
GFP-Markierung von ca. 26 kDa. 
Gezeigt ist ein repräsentatives 
Ergebnis von insgesamt drei 
Experimenten. 
 
Um eine genauere Aussage über die Anzahl transfizierter Zellen treffen zu können 
wurde mittels Durchflusszytometrie die Anzahl transfizierter Zellen sowohl in 
HEK293- als auch in PC12NNR5-Zellen bestimmt (Abb. 12(A)). Dabei zeigte sich, 
dass R780P in HEK293-Zellen anscheinend in weniger Zellen exprimiert wurde als 
der Wildtyp, allerdings waren diese Unterschiede nicht signifikant. Dies galt auch für 
die etwas stärkere Expression von Y791A gegenüber dem wildtypischen GFP-TrkA-
Rezeptor. Erst der direkte Vergleich der beiden Mutanten offenbarte signifikante 
Unterschiede (Abb. 12(B)). Diese wurden aber wahrscheinlich nicht durch die 
Plasmide selbst hervorgerufen, sondern lagen wohl eher in der verwendeten Zelllinie 
begründet. Denn betrachtete man die Expression der Plasmide in PC12NNR5-Zellen, 
so zeigte sich ein fast umgekehrtes Bild. R780P wurde in einer größeren Anzahl von 
Zellen exprimiert als der wildtypische GFP-TrkA-Rezeptor und Y791A, wobei die 
beiden letztgenannten in etwa der gleichen Anzahl Zellen exprimiert werden (Abb. 
12). Des Weiteren war die Transfektionseffizienz in PC12NNR5-Zellen insgesamt 
wesentlich schlechter als in HEK293-Zellen, weswegen erstere nur in Experimenten 
eingesetzt wurden, bei denen individuelle Zellen beurteilt werden konnten (Abb. 
12(B)). 
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Abb. 12: Durchflusszytometrische 
Untersuchung transient transfizierter 
HEK293- und PC12NNR5-Zellen 
(A) Die Zellen wurden suspendiert und in 
der Folge mittels Durchflusszytometrie 
ihre Fluoreszenzintensität im Vergleich zu 
untransfizierten Zellen bestimmt. Ange-
geben ist auf der x-Achse die nach rechts 
zunehmende grüne Fluoreszenz, auf der 
y-Achse die Anzahl der Zellen. Die Pfeile 
kennzeichnen das Signal, das durch die 
Transfektion der Zellen entstand. (B) Grafische Darstellung der Signale aus (A); Ungepaarter 
t-Test, p ≤ 0,05; Sternchen bezeichnen signifikante Unterschiede. 
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3.2 Veränderte Signaltransduktion des Rezeptors TrkA durch die 
Mutation R780P 
Im Folgenden wurden mithilfe der zuvor klonierten Plasmide und mittels transienter 
Transfektion die Auswirkungen der Mutation R780P auf die Signaltransduktion des 
TrkA-Rezeptors untersucht. 
 
3.2.1 Aktivierung von TrkA und Effektoren durch Stimulation mit NGF 
Wie bereits bei den Versuchen zur Kontrolle des GFP-TrkA-Plasmids gesehen, führte 
die Gabe von NGF zur Phosphorylierung des wildtypischen TrkA-Rezeptors an den 
Positionen 496 und 791 (Abb. 13, vgl. Abb. 8). Im Vergleich dazu zeigte Y791A 
erwartungsgemäß keine Phosphorylierung mehr an eben dieser Position, da der 
substituierte Alaninrest die Phosphorylierung nicht mehr ermöglicht (Abb. 13). Die 
Phosphorylierung an Position 496 erfolgte jedoch weiterhin. Auch für R780P konnte 
keine Aktivierung an Position 791 mehr nachgewiesen werden. Zusätzlich war aber 
auch an Position 496 keine Phosphorylierung mehr zu detektieren (Abb. 13). Immun-
präzipitationen mit einem phospho-Tyrosin-spezifischen Antikörper deuteten darauf 
hin, dass die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors R780P, wie bereits früher 
gezeigt, vollständig fehlt (Greco et al., 1999; Daten nicht gezeigt). 
 
Abb. 13: Phosphory-
lierung von TrkA in 
HEK293-Zellen nach Sti-
mulation mit NGF 
Nach 15 Minuten NGF-
Stimulation wurden die 
Zellen lysiert und die 
Proteine extrahiert. Diese 
wurden durch SDS-PAGE 
aufgetrennt und nach 
Western Blot mithilfe von 
spezifischen Antikörpern 
detektiert. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis 
von insgesamt drei Experi-
menten. 
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Bei der Betrachtung der TrkA-Signaltransduktionskaskaden fiel auf, dass in mit 
R780P transient transfizierten Zellen trotz der fehlenden Phosphorylierung an Y791 
noch eine – wenn auch geringe – Aktivierung von PLCγ1 nachzuweisen war (Abb. 
14). Das Maß an Aktivierung war erkennbar höher als bei mit Y791A transfizierten 
Zellen. Die Phosphorylierung von Erk1/2 schien durch R780P generell reduziert zu 
sein. Allerdings war der Unterschied zwischen der Grundaktivierung und der 
Aktivierung nach NGF-Stimulation größer als beim wildtypischen Trk-Rezeptor und 
bei Y791A (Abb. 14). Akt schien in 293-Zellen konstitutiv aktiv zu sein. Für R780P 
und Y791A zeigten sich sowohl mit als auch ohne NGF-Stimulation keine 
Unterschiede zum wildtypischen TrkA (vgl. Abb. 9).  
 
Abb. 14: Phosphorylie-
rung von TrkA-Effektoren 
nach NGF-Stimulation in 
HEK293-Zellen 
Nach 15 Minuten NGF-
Stimulation wurden die 
Zellen lysiert und die 
Proteine extrahiert. Diese 
wurden durch SDS-PAGE 
aufgetrennt und nach 
Western Blot mithilfe von 
spezifischen Antikörpern 
detektiert. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis 
von insgesamt drei Experi-
menten. 
 
 
3.2.2 Veränderte Aktivierung von TrkA und Effektoren durch Stimulation mit 
NT-3 
Die TrkA-Isoform II sollte, wie bereits beschrieben, auch von NT-3 aktiviert werden 
können (Barker et al., 1993, Clary und Reichardt, 1994). Bisherige Untersuchungen 
der pathogenen Mutation R780P fanden nur unter der Verwendung der TrkA-
Isoform I statt. TrkA ist jedoch vor allem für neuronale Zellen wichtig, weswegen hier 
die Isoform II benutzt und so auch die Auswirkungen einer Stimulation mit NT-3 auf 
die Mutanten untersucht werden konnten. 
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Die TrkA-Phosphorylierung stellte sich ähnlich dar wie nach NGF-Stimulation (Abb. 
15, vgl. Abb. 13). Während der wildtypische TrkA-Rezeptor sowohl an Position 496 
als auch an Position 791 phosphoryliert wurde, entfiel die Aktivierung an Position 791 
logischerweise für die Mutante Y791A. Die Phosphorylierung an Position 496 schien 
im Vergleich zum wildtypischen TrkA-Rezeptor geringer auszufallen als nach NGF-
Stimulation. R780P zeigte auch nach Stimulation mit NT-3 keine Phosphorylierung 
der Tyrosinreste an den Positionen 496 oder 791. 
 
Abb. 15: Phosphorylie-
rung von TrkA in 
HEK293-Zellen nach 
Stimulation mit NT-3 
Nach 15 Minuten Stimu-
lation mit NT-3 wurden 
die Zellen lysiert und die 
Proteine extrahiert. Diese 
wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und 
nach Western Blot 
mithilfe von spezifischen 
Antikörpern detektiert. 
Gezeigt ist ein repräsen-
tatives Ergebnis von 
insgesamt drei Experi-
menten. 
 
Die Betrachtung des Phosphorylierungsstatus von Effektoren nach NT-3-Gabe ergab 
für den wildtypischen TrkA-Rezeptor wieder ein ähnliches Bild wie nach NGF-
Stimulation. Sowohl Erk1/2 als auch PLCγ1 wurden als Reaktion auf die NT-3-Gabe 
phosphoryliert (Abb. 16, vgl. Abb. 14). Für R780P entfiel jede PLCγ1-Aktivierung. 
Erk1 und Erk2 wurden zumindest noch in geringem Maße phosphoryliert. Das Signal 
wurde jedoch erst nach längerer Exposition des Röntgenfilms auf der Membran 
sichtbar. Somit war die Erk1/2-Aktivierung nach NT-3 für R780P noch geringer als 
nach NGF-Gabe. Für Y791A zeigten sich hingegen keine erkennbaren Unterschiede 
in Bezug auf die Aktivierung von Erk1/2 nach NT-3- oder NGF-Stimulation. Allerdings 
wurde PLCγ1 nach NT-3-Gabe phosphoryliert. Zwar war auch nach NGF-Gabe ein 
geringes Maß an Aktivierung noch erkennbar, dabei scheint die Phosphorylierung 
nach NT-3 im Vergleich zum wildtypischen TrkA-Rezeptor aber verstärkt. Eine 
Aktivierung durch den spezifischen NT-3-Rezeptor TrkC oder auch unspezifisch 
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durch TrkB wurde ausgeschlossen, da HEK293-Zellen endogen keine Trk-
Rezeptoren enthalten (Daten nicht gezeigt). 
 
Abb. 16: Phosphorylierung 
von TrkA-Effektoren nach 
NT-3-Stimulation in 
HEK293-Zellen 
Nach 15-minütiger NT-3-
Stimulation wurden die 
Zellen lysiert und die 
Proteine extrahiert. Diese 
wurden durch SDS-PAGE 
aufgetrennt und nach 
Western Blot mithilfe von 
spezifischen Antikörpern 
detektiert. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis 
von insgesamt drei Experi-
menten. 
 
 
 
3.2.3 Interaktion von TrkA mit PLCγ1 und Shc 
Obwohl der wildtypische TrkA-Rezeptor nur in phosphoryliertem Zustand PLCγ1 
binden und aktivieren sollte, scheint R780P auch unabhängig davon zu einer 
geringen Aktivierung von PLCγ1 in der Lage zu sein. Daher wurde überprüft, ob auch 
unabhängig von einer Phosphorylierung R780P mit PLCγ1 interagieren konnte. Die 
Prüfung, ob trotz der Mutation und fehlender TrkA-Phosphorylierung noch eine 
Bindung stattfand, zeigte, dass die pathogene Mutante in geringem Maße noch zu 
einer Interaktion imstande war (Abb. 17).  
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Abb. 17: Interaktion von TrkA mit 
PLCγ1 in HEK293-Zellen 
24 Stunden nach der transienten 
Transfektion wurden die Zellen lysiert 
und die Proteine extrahiert. Aus diesen 
Rohextrakten wurde mithilfe eines 
GFP-Antikörpers TrkA präzipitiert. 
Mittels SDS-PAGE und anschließen-
dem Western Blot wurde überprüft, ob 
PLCγ1 zusammen mit TrkA detektiert 
werden konnte. Gezeigt ist ein reprä-
sentatives Ergebnis von insgesamt vier 
Experimenten. 
 
 
 
 
Die Interaktion von TrkA mit dem Adapterprotein Shc blieb hingegen unverändert 
(Abb. 18). Weder R780P noch Y791A führten zu einer Verringerung der Bindung. 
Dies sprach dafür, dass die Effekte der Mutation R780P zumindest nicht 
ausschließlich auf eine Fehlfaltung zurückzuführen waren. 
 
Abb. 18: Interaktion von TrkA mit Shc in 
HEK293-Zellen 
24 Stunden nach der transienten Trans-
fektion wurden die Zellen lysiert und die 
Proteine extrahiert. Aus diesen Roh-
extrakten wurde mithilfe eines GFP-Anti-
körpers TrkA präzipitiert. Mittels SDS-PAGE 
und anschließendem Western Blot wurde 
überprüft, ob PLCγ1 zusammen mit TrkA 
detektiert werden konnte. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis von insgesamt drei 
Experimenten. 
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3.2.4  Lokalisierung von TrkA mittels subzellulärer Fraktionierung 
Die Überprüfung, ob die Lokalisierung von R780P grundlegend verändert war, ergab 
keine neuen Hinweise. Der wildtypische Rezeptor zeigte ebenso wie die Mutanten 
eine Lokalisierung in der Membranfraktion (Abb. 19). In geringem Maße waren 
Proteine auch im Cytosol zu finden oder mit dem Nukleus assoziiert. Überraschend 
war, dass sich eine große Menge des Rezeptors in der cytoskelettalen Fraktion 
befand. Dabei könnte es sich möglicherweise um einen Nebeneffekt der Über-
expression handeln, durch den die Proteine aggregieren könnten. Ansonsten wäre 
auch eine starke Interaktion des TrkA-Rezeptors mit dem Cytoskelett eine mögliche 
Erklärung. 
 
Abb. 19: Subzelluläre Fraktio-
nierung von HEK293-Zellen 
24 Stunden nach der transienten 
Transfektion wurden die Proteine 
extrahiert und einer Fraktionierung 
unterzogen. Mittels SDS-PAGE 
wurden die Proteine später aufge-
trennt und nach Western Blot wie 
angegeben mithilfe von spezi-
fischen HA- oder GFP-Antikörpern 
detektiert. Gezeigt ist ein reprä-
sentatives Ergebnis von insgesamt 
drei Experimenten. 
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3.3 Stabilität und Lokalisierung 
Änderungen in der Signaltransduktion von TrkA durch die Mutationen schienen also 
nicht durch Unterschiede in der Verteilung auf die großen subzellulären Komparti-
mente zu entstehen. So wurde im Folgenden geprüft, ob möglicherweise 
Änderungen in Stabilität und subzellulärer Lokalisierung zu beobachten waren. 
 
3.3.1 Untersuchung der Proteinstabilität mithilfe von Cycloheximid 
Die Untersuchung der Proteinstabilität mithilfe des Translationsinhibitors 
Cycloheximid (CHX) ließ eine eingeschränkte Stabilität von R780P vermuten. Diese 
zeigte sich bereits nach der 30-minütigen Vorinkubation mit CHX (Daten nicht 
gezeigt). Nach 1 Stunde ohne Neurotrophinstimulation war bei der Annahme gleicher 
Ausgangsmengen nach der Vorinkubation mit CHX noch geringfügig mehr R780P zu 
detektieren als wildtypischer TrkA-Rezeptor. Während die Menge an GFP-TrkA 
jedoch nach 2 Stunden in etwa konstant war, war nur noch halb so viel R780P 
vorhanden wie vorher (Abb. 20). Die Gabe von NGF wirkte anfangs auf beide 
Rezeptoren leicht stabilisierend, nach 2 Stunden war jedoch weniger wildtypischer 
TrkA-Rezeptor zu detektieren als ohne Stimulation. R780P andererseits war etwa in 
gleichem Maße im Rohextrakt enthalten wie ohne NGF-Zugabe. Die Stimulation mit 
NT-3 zeigte für GFP-TrkA die gleichen Auswirkungen wie die Gabe von NGF. R780P 
war nach 1 Stunde im gleichen Umfang enthalten wie ohne Neurotrophinzugabe oder 
nach NGF-Stimulation. Nach 2 Stunden offenbarte sich hingegen eine klare 
Stabilisierung von R780P gegenüber unstimulierten oder mit NGF behandelten, mit 
R780P transfizierten Zellen (Abb. 20).  
Weiterführende Experimente mit Inhibitoren der lysosomalen und proteasomalen 
Proteindegradation sollten klären, ob der Abbauweg von R780P vielleicht vom 
Lysosom hin zum Proteasom verschoben war. Dabei zeigte sich im Rohextrakt eine 
geringfügige Stabilisierung von R780P nach Inkubation mit dem Proteasominhibitor 
MG-132 (Daten nicht gezeigt). Dem wurde in der Folge weiter nachgegangen. 
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Abb. 20: Analyse der Proteinstabilität mittels Inkubation mit Cycloheximid (CHX) in 
HEK293-Zellen 
(A) Zu Kulturen von fast konfluenten HEK293-Zellen wurden 20 µg/ml CHX zugegeben. 
Nach 30 min, um in der post-translationalen Modifikation befindlichen Rezeptoren den 
Transport an die Oberfläche zu ermöglichen, wurden zusätzlich 50 ng/ml NGF bzw. 50 ng/ml 
NT-3 gegeben oder die Zellen unbehandelt gelassen. Die Zeitpunkte 0 min, 60 min und 
120 min entsprechen der Inkubationszeit mit den Neurotrophinen. Anschließend wurden die 
Zellen lysiert und die Proteine extrahiert. Diese wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und 
nach Western Blot mithilfe von Antikörpern gegen GFP bzw. α-Tubulin detektiert. Die 
Position einer kreuzreagierenden Bande ist durch einen Stern gekennzeichnet. Gezeigt ist 
ein repräsentatives Ergebnis. (B) Quantifizierung der Signale, normalisiert auf das Signal von 
α-Tubulin als internem Standard. 
 
3.3.2 Prüfung der Oberflächenmengen an TrkA-Rezeptoren 
Da die NGF-Stimulation erwartungsgemäß zur Internalisierung des Rezeptors und im 
Folgenden zum Abbau im Lysosom führen sollte, wurden nun spezifisch die 
Oberflächenmengen nach NGF-Gabe überprüft. Hierbei fiel auf, dass die Mengen an 
reifem Rezeptor an der Oberfläche nach der Inkubation mit CHX, NGF und dem 
Proteasominhibitor MG-132 für R780P sogar höher waren als beim wildtypischen 
A 
B 
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Rezeptor (Abb. 21). Wurde zusätzlich dazu mit Monensin inkubiert, das die Fusion 
von recycelnden Endosomen mit der Plasmamembran verhindert, so zeigte sich, 
dass sich nahezu kein R780P mehr an der Oberfläche befand. Die Mengen an 
wildtypischem Rezeptor waren zwar auch reduziert, aber noch deutlich vorhanden. 
 
Abb. 21: Oberflächen-
mengen von TrkA in 
HEK293-Zellen 
Zu annährend konfluenten 
Zellkulturen wurde für 
30 min 20 µg/ml CHX zu-
gegeben, anschließend 
wurde für 4 Stunden wie 
angegeben mit 50 ng/ml 
NGF, 50 µM MG-132 und 
10 µM Monensin be-
handelt. Nach der Inkuba-
tion mit Biotin und Glycin 
wurden die Zellen lysiert 
und die Proteine extrahiert. Diese wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western 
Blot mithilfe von Antikörpern gegen GFP bzw. α-Tubulin detektiert. Gezeigt ist ein repräsen-
tatives Ergebnis von insgesamt drei Experimenten. 
 
3.3.3 Mikroskopische Lokalisierung der TrkA-Rezeptoren 
Da Proteasominhibitoren auch Einfluss auf den intrazellulären Transport nehmen 
können und um diesen Hinweis auf ein Recycling des pathogen veränderten TrkA-
Rezeptors R780P näher zu verfolgen, wurde die subzelluläre Lokalisierung der 
Rezeptoren in lebenden aber weiter unbehandelten HEK293-Zellen mittels der GFP-
Markierung untersucht. Bei Recycling sollte aufgrund des Rückflusses des Rezeptors 
an die Plasmamembran dort mehr Rezeptor vorhanden sein als bei lysosomalem 
Abbau. Deshalb sollte eine deutliche Färbung der Plasmamembran erkennbar sein. 
Bei einem unveränderten Abbauweg über das Lysosom sollte hingegen das Cytosol 
stärker gefärbt sein als die Plasmamembran. Als Kontrolle für einen recycelnden 
Transmembranrezeptor diente der Neurotrophinrezeptor p75. Für diesen zeigte sich 
eine eindeutige Färbung der Plasmamembran, die für den wildtypischen TrkA-
Rezeptor und für Y791A nicht zu beobachten war (Abb. 22). Für R780P ergab sich 
ein vergleichbares Ergebnis wie für p75. 
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Abb. 22: Beobachtung der TrkA-Lokalisierung in lebenden HEK293-Zellen 
In unbehandelten, lebenden Zellen wurde die Lokalisierung von TrkA untersucht. 
Geschlossene Pfeile weisen auf eine deutliche Membranfärbung hin, offene Pfeile zeigen die 
Membran ohne erkennbare Färbung. Gezeigt sind von links nach rechts Aufnahmen des 
GFP-Signals, Aufnahmen im Phasenkontrast, sowie die Überlagerung beider Bilder. Der 
Maßstabsbalken gibt 10 µm an.  
 
Im nächsten Schritt wurde die Kolokalisierung des TrkA-Rezeptors mit dem 
Recyclingmarker Transferrin untersucht. Transferrin bindet an den Transferrin-
Rezeptor, dieser wird internalisiert und über die frühen Endosomen und die 
recycelnden Endosomen wieder zurück zur Plasmamembran transportiert. Ko-
lokalisierung bedeutet entsprechend, dass sich das untersuchte Protein ebenfalls in 
frühen oder recycelnden Endosomen befindet. Da auch Proteine auf dem Weg ins 
Lysosom über die frühen Endosomen transportiert werden, wurde die Kolokalisierung 
nach ca. 30 – 35 min betrachtet. Für p75-GFP war diese erwartungsgemäß zu 
beobachten (Abb. 23). Ebenso überraschte es nicht, dass der wildtypische GFP-
TrkA-Rezeptor nicht mit Transferrin in den recycelnden Endosomen zu finden war. 
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Für R780P zeigte sich hingegen, dass der Rezeptor mit Transferrin kolokalisierte, 
allerdings in nicht so starkem Maße wie p75-GFP. 
 
Abb. 23: Kolokalisierung von GFP-TrkA mit dem Recycling-Marker Transferrin in 
PC12NNR5-Zellen 
24 Stunden nach der Inkubation mit NGF wurden die Zellen für 10 min mit Transferrin 
inkubiert (1:250), kurz gewaschen und anschließend lebend mikroskopiert. Die Pfeile weisen 
auf Bereiche hin, in denen die Signale für GFP und Transferrin kolokalisieren. Der 
Maßstabsbalken oben rechts gibt 50 µm an. 
 
3.3.4 Überprüfung der Kolokalisierung der TrkA-Rezeptoren mit dem Golgi-
Marker GM-130 
Um auszuschließen, dass bereits der Weg zur Plasmamembran gestört ist, wurde 
kontrolliert, ob eine veränderte Kolokalisierung mit dem Markerprotein für den Golgi-
Apparat GM-130 festzustellen war. Es zeigte sich für alle beobachteten Rezeptoren, 
dass Kolokalisierung vorliegt (Abb. 24). Dies ist nicht überraschend, da die 
Rezeptoren über endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat zur Zellmembran 
transportiert werden sollten. Der Nachweis der wildtypischen und mutierten 
Oberflächenrezeptoren bei der Oberflächenbiotinylierung (Abb. 21) machte es jedoch 
unwahrscheinlich, dass die Veränderung bereits auf dieser Stufe wirksam wurde. 
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Abb. 24: Indirekte Immunfluoreszenz zur Überprüfung der Kolokalisierung von GFP-
TrkA mit dem Golgi-Marker GM-130 in PC12NNR5-Zellen 
Die transient transfizierten Zellen wurden fixiert und mit spezifischen Antikörpern gefärbt. Die 
Pfeile weisen auf Bereiche hin, in denen die Signale für GFP und GM-130 kolokalisieren. Der 
Maßstabsbalken unten rechts gibt 20 µm an. 
 
3.3.5  Überprüfung der Kolokalisierung mit dem Cytoskelett-Marker α-Tubulin 
Die beobachtete veränderte Lokalisierung von R780P in recycelnden Endosomen 
könnte möglicherweise auf eine veränderte Interaktion mit dem Cytoskelett 
zurückzuführen sein, so dass der Rezeptor selbst vielleicht einen einwandfreien 
Transport über das Cytoskelett verhindert. Genauso gut könnte aber auch durch die 
Mutation des Rezeptors ein Signal für seine fehlerhafte Sortierung entstehen. Um 
eine veränderte Interaktion mit dem Cytoskelett zu überprüfen, wurde die 
Kolokalisierung mit dem Markerprotein α-Tubulin überprüft. 
Wurden PC12NNR5-Zellen für 15 min mit NGF stimuliert, um die Internalisierung des 
TrkA-Rezeptors auszulösen, so zeigte sich anschließend eine Kolokalisierung von 
TrkA mit α-Tubulin vor allem im Bereich der Plasmamembran (Abb. 25, offene 
Pfeile). Gleiches galt für p75-GFP und die mutierten TrkA-Rezeptoren R780P und 
Y791A. Es ließen sich keine Unterschiede zwischen dem recycelnden p75 und dem 
lysosomal abgebauten TrkA ausmachen und so waren auch keine Änderungen des 
endosomalen Transports im Bezug auf R780P abzulesen. 
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Abb. 25: Indirekte Immunfluoreszenz zur Überprüfung der Kolokalisierung von GFP-
TrkA mit dem Cytoskelett-Marker α-Tubulin in PC12NNR5-Zellen nach 15 Minuten NGF-
Inkubation 
Die transient transfizierten Zellen wurden für 15 min mit NGF stimuliert, anschließend fixiert 
und mit spezifischen Antikörpern gefärbt. Die offenen Pfeile weisen auf Bereiche hin, in 
denen die Signale für GFP und α-Tubulin kolokalisieren. Geschlossene Pfeile zeigen auf 
feine Fortsätze, die sich wahrscheinlich als Folge der NGF-Stimulation gebildet haben. Der 
Maßstabsbalken unten rechts gibt 20 µm an. 
 
Es fiel jedoch auf, dass die kurze NGF-Stimulation beim wildtypischen TrkA-Rezeptor 
und bei der Mutante Y791A bereits zum Wachstum feiner Fortsätze führte, in denen 
noch kein α-Tubulin erkennbar war (Abb. 25, geschlossene Pfeile). Die pathogene 
Mutation schien nur sehr kurze, rudimentäre Fortsätze zu induzieren, was mehr an 
den durch p75-Transfektion hervorgerufenen Phänotyp erinnerte, bei dem sich keine 
Fortsätze bildeten. 
Um zu untersuchen, ob die Differenzierung von PC12NNR5-Zellen einen Einfluss auf 
die Lokalisierung von TrkA und α-Tubulin hat, wurden diese für 24 Stunden mit NGF 
inkubiert. In dieser Zeit sollten die Zellen beginnen, einen neuronalen Phänotyp 
auszubilden. Hier zeigte sich eine Kolokalisierung des wildtypischen TrkA-Rezeptors 
mit α-Tubulin wieder vor allem an der Zellmembran und zusätzlich auch in den 
neugebildeten Fortsätzen (Abb. 26, offene Pfeile). Jedoch war auch hier kein 
Unterschied zu p75 bzw. zu den Mutanten R780P und Y791A festzustellen.  
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Abb. 26: Indirekte Immunfluoreszenz zur Überprüfung der Kolokalisierung von GFP-
TrkA mit dem Cytoskelett-Marker α-Tubulin in PC12NNR5-Zellen nach 24 Stunden 
NGF-Inkubation 
Die transient transfizierten Zellen wurden für 24 Stunden mit NGF stimuliert, anschließend 
fixiert und mit spezifischen Antikörpern gefärbt. Die offenen Pfeile weisen auf Bereiche hin, in 
denen die Signale für GFP und α-Tubulin kolokalisieren. Geschlossene Pfeile zeigen auf 
feine Fortsätze. Der Maßstabsbalken unten rechts gibt 20 µm an. 
 
Bertrachtete man hier die feinen Fortsätze, so fiel auf, dass diese nach Transfektion 
mit dem wildtypischen TrkA-Rezeptor und der Mutante Y791A nicht mehr so 
ausgeprägt wie nach 15 min NGF-Stimulation, aber durchaus noch vorhanden waren 
(Abb. 26, geschlossene Pfeile). Bei mit p75 bzw. R780P transfizierten Zellen fehlten 
sie hingegen vollständig. Dies führte zu der Frage, ob das Neuritenwachstum durch 
die pathogene Mutation R780P möglicherweise eingeschränkt sein könnte. Die 
entsprechenden Experimente werden im nächsten Kapitel beschrieben. 
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3.4  Untersuchungen zu Differenzierbarkeit und Viabilität, vermittelt 
durch TrkA und seine Mutanten 
Um festzustellen, ob die Mutationen im TrkA-Rezeptor im Vergleich zum wildtypisch-
en Rezeptor auch Veränderungen in Bezug auf die Fähigkeit zum Neuritenwachstum 
oder die Viabilität verursachten, wurden die folgenden Versuche durchgeführt.  
 
3.4.1 Untersuchung der Induktion des Neuritenwachstum in PC12NNR5-Zellen 
Die Überprüfung, ob das Neuritenwachstum nach NGF-Stimulation unverändert 
stattfinden kann, ergab eindeutig, dass der pathogen mutierte TrkA-Rezeptor R780P 
das Signal nicht mehr einwandfrei übermitteln konnte (Abb. 27). Bereits nach 
24 Stunden zeigten sich signifikante Unterschiede im Vergleich zum wildtypischen 
Rezeptor, die nach 48 Stunden sogar noch deutlicher wurden. Erste Experimente mit 
NT-3-Stimulation deuten auf ähnliche Effekte hin. Negative Auswirkungen der 
Kontrollmutation Y791A waren dagegen bei diesem Experiment nicht auszumachen. 
Wie bereits früher beschrieben, zeigten sich zu keinem der untersuchten Zeitpunkte 
signifikante Unterschiede zum wildtypischen TrkA-Rezeptor (Loeb et al., 1994). 
A       B 
 
 
 
Abb. 27: Untersuchung des Neuritenwachstums in PC12NNR5-Zellen 
(A) Exemplarische Präsentation der transient transfizierten PC12NNR5-Zellen 48 Stunden 
nach NGF-Zugabe. Gezeigt sind von links nach rechts Aufnahmen im Phasenkontrast und 
des GFP-Signals, sowie die Überlagerung beider Bilder. (B) Quantitative Auswertung der 
Überprüfung der Fähigkeit zum Neuritenwachstum. Ungepaarter t-Test, p ≤ 0,05. Sternchen 
bezeichnen signifikante Unterschiede. 
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3.4.2 Untersuchung der Überlebensfähigkeit von transient transfizierten 
HEK293-Zellen 
Um zu überprüfen, ob die pathogene Mutation R780P möglicherweise durch die 
verringerte Aktivierung von Erk1/2 auch das Überleben der Zellen einschränkt, wurde 
ein Viabilitätstest mit alamarBlue durchgeführt. Dieser primär nicht fluoreszente Stoff 
wird von lebenden Zellen umgesetzt und fluoresziert dann stark.  
Betrachtete man die Anzahl lebender Zellen nach transienter Transfektion mit den 
veschiedenen Plasmiden, so zeigten sich ohne Zugabe von NGF keine signifikanten 
Unterschiede innerhalb des betrachteten Zeitraums (Abb. 28). Auf die transient mit 
dem Leervektor pEGFP-C1 transfizierten Kontrollzellen wirkte sich auch eine NGF-
Stimulation nicht weiter aus. Obwohl mit der NGF-Gabe ein Serumentzug einherging,  
 
 
 
Abb. 28: Quantitative Auswertung des Zellviabilitätstests mit alamarBlue in transient 
transfizierten HEK293-Zellen über 48 Stunden 
Stimuliert wurden die Zellen mit 50, 100 oder 200 ng/ml NGF. Die Bezeichnung „0 ng/ml 
NGF“ bedeutet, dass die Zellen ohne NGF in serumhaltigem Medium gehalten wurden. 
Ungepaarter t-Test, p ≤ 0,01. Sternchen bezeichnen signifikante Unterschiede. 
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schien die Viabilität der Zellen dadurch nicht eingeschränkt zu werden. Wurden die 
Zellen hingegen transient mit dem wildtypischen TrkA-Rezeptor oder seinen 
Mutanten transfiziert, so zeigte sich im Vergleich mit den Kontrollzellen nach 
48 Stunden ein signifikant geringerer metabolischer Umsatz für jede der transfizierten 
Zellpopulationen. Diese Zellen reagierten auf die NGF-Stimulation mit einem 
Rückgang ihres Umsatzes im Zeitraum zwischen 24 und 48 Stunden nach NGF-
Gabe. Trotz der offenbar eingeschränkten Viabilität wiesen die mit R780P transient 
transfizierten Zellen nach 48 Stunden noch einen signifikant höheren metabolischen 
Umsatz auf als der wildtypische GFP-TrkA-Rezeptor und Y791A. Dieser Effekt 
schien unabhängig von der NGF-Konzentration, aber generell abhängig von einer 
Stimulation mit NGF zu sein. 
 
3.4.3 Bestimmung des Maßes an Nekrose und Apoptose 
Da eine Verringerung der Viabilität mit Zelltod einhergehen kann, wurde mittels 
Durchflusszytometrie untersucht, wie viele Zellen nach transienter Transfektion mit 
dem wildtypischen TrkA-Rezeptor oder seinen Mutanten nekrotisch oder apoptotisch 
wurden. Nekrose wurde mittels Propidiumiodid detektiert, als Apoptosemarker wurde 
Annexin V verwendet. Um zu zeigen, dass der Versuchsaufbau im Prinzip 
funktionierte, wurden untransfizierte HEK293-Zellen mit 1 mg/ml Zeocin (Invivogen) 
behandelt. Dabei handelt es sich um ein für Zelllinien toxisches Antibiotikum, das an 
die DNA bindet, sie spaltet und dadurch Apoptose induziert. Nach Zeocinbehandlung 
waren 6,8 % der Zellen nekrotisch und 0,8 % apoptotisch (Abb. 29). Für beide 
Marker positive Zellen und damit tot oder spätapoptotisch waren 10,4 %. Mit dem 
Leervektor pEGFP-C1 transfizierte Zellen zeigten bereits ohne weitere Behandlung 
11,6 % Nekrose, offenbar ausgelöst durch die Transfektion, aber keinerlei Apoptose. 
Betrachtete man transient mit dem wildtypischen TrkA-Rezeptor oder seinen 
Mutanten transfizierte Zellen, so sah man auch dort nur ein sehr geringes Maß an 
Apoptose. Mit dem wildtypischen TrkA-Rezeptor transfizierte Zellen offenbarten aber 
ein hohes Maß an Nekrose von 46,6 ± 1,5 %. Vergleichbar hoch ist es bei Y791A mit 
50,5 ± 3,9 %. Erstaunlicherweise war die Nekroserate für R780P signifikant reduziert 
und betrug nur 22,5 ± 2,5 %. 
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Abb. 29: Durchflusszytometrische Untersuchung des Maßes an Nekrose und 
Apoptose nach transienter Transfektion von HEK293-Zellen 
(A) Die Zellen wurden suspendiert und mittels Durchflusszytometrie ihre Fluoreszenz-
intensität im Vergleich zu ungefärbten Zellen bestimmt. Angegeben ist auf der x-Achse die 
nach rechts zunehmende Färbung mit Annexin V als Maß für Apoptose, auf der y-Achse die 
nach oben zunehmende Propidiumiodidfärbung (PI) als Maß für Nekrose. Zellen im 
Quadranten oben rechts sind sowohl mit Annexin V, als auch mit PI gefärbt. (B) Grafische 
Darstellung der Signale für TrkA und seine Mutanten aus (A). Ungepaarter t-Test, p ≤ 0,001. 
Sternchen bezeichnen signifikante Unterschiede. 
A 
B 
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3.5 Konservierung der Position R780 des humanen TrkA-Rezeptors 
in anderen Spezies und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
Die hohe Bedeutung der Position 780 im humanen TrkA lässt sich anschaulich mit 
bioinformatischen Mitteln darstellen.  
 
3.5.1 Konservierung von TrkA R780 in anderen Vertebraten 
Ein Vergleich der TrkA-Aminosäuresequenzen mehrerer Vertebratenspezies ergab, 
dass die R780 entsprechende Position des humanen TrkA, ebenso wie die 
Autophosphorylierungsstelle an 791, stark konserviert ist. Für einige Beispiel-
organismen ist das Alignment (engl. „Abgleich“) in Abb. 30 (A) dargestellt. Da das 
humane TrkA noch zu 61 % mit dem TrkA von Gallus gallus und zu 58 % mit jenem 
von Danio rerio identisch ist, findet man allgemein eine starke Konservierung über 
die gesamte Sequenz (Abb. 30 (B)). Gleiches gilt natürlich auch für die TrkA-Proteine 
von Rattus norvegicus und Mus musculus, die mit je 86 % eine noch größere 
Ähnlichkeit mit dem humanen TrkA aufweisen.  
 
 
Abb. 30: Konservie-
rung von TrkA in ver-
schiedenen Spezies 
(A) Ausschnitt aus dem 
multiplen Alignment. 
Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ClustalW2 durchgeführt. „*“ bezeichnen 
identische Aminosäuren in allen Sequenzen, „:“ bezeichnen die Substitution durch eine 
konservierte Aminosäure, „.“ die Substitution durch semi-konservierte Aminosäuren. Gleiche 
Farben kennzeichnen Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit wurden nur die letzten 54 Aminosäuren des C-Terminus dargestellt. (B) 
Phylogramm zu (A) 
A 
B 
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Für entwicklungsgeschichtlich noch weiter entfernte Organismen wie den 
Cephalochordaten Branchistoma floridae, die Gastropoden Aplysia californica und 
Lymnaea stagnalis oder das Insekt Drosophila trifft dies nicht zu. Diese Organismen 
besitzen lediglich eine Trk-Form, die gerade im Bereich des C-Terminus keine große 
Konservierung mehr aufweist. Zudem sind Trk-Rezeptoren erst für wenige Inverte-
braten überhaupt beschrieben worden (Beck et al., 2004; Benito-Gutierrez et al., 
2005; Ormond et al., 2004; Palgi, M., pers. Mitteilung, NGF-Meeting, Israel, 2008). 
 
3.5.2 Konservierung von TrkA R780 in anderen humanen Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen 
Betrachtet man das humane TrkA im Vergleich zu den entwicklungsgeschichtlich am 
nächsten verwandten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) TrkB und TrkC, so fällt dabei 
auf, dass bereits dort die Konservierung der Position R780 nicht mehr vorliegt, 
obwohl die Autophosphorylierungsstelle an Position 791 in allen drei Trk-Formen zu 
finden ist und auch das Gesamtmaß an Konservierung mit 48 % (TrkB) bzw. 51 % 
(TrkC) noch vergleichsweise hoch ist (Abb. 31(A)). Ebenso zeigen von 18 weiteren 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen nur zwei einen Argininrest in der zu 780 homologen 
Position (Abb. 31(B)) (Ror1 und Met). Flt1 weist mit Lysin (K) zumindest noch eine 
Arginin-ähnliche Aminosäure auf. Nur Met und Flt1 zeigen entsprechend zu TrkA 
noch einen in der Nähe liegenden Tyrosinrest. Das Phylogramm (Abb. 31(C)) zeigt, 
dass Flt1 und Met entwicklungsgeschichtlich recht weit entfernt sind. Ror1 ist in 
dieser Hinsicht TrkA noch am ähnlichsten, weist aber insgesamt nur noch eine 
Identität von 20 % auf. Für keine der drei genannten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind 
pathogene Mutationen an diesen Positionen beschrieben worden. Diese Hinweise 
deuten auf die Spezifität des Argininrestes an Position 780 im humanen TrkA-
Rezeptor hin. 
___________________________________________________________________ 
Abb. 31: Konservierung von TrkA im Vergleich zu TrkB, TrkC und weiteren RTKs 
(A) Auschnitt aus dem multiplen Alignment der Trk-Rezeptoren, (B) Auschnitt aus dem 
multiplen Alignment der RTKs; (C) Phylogramm zu (B) 
Die Sequenzvergleiche wurde mit dem Programm ClustalW2 durchgeführt. „*“ bezeichnen 
identische Aminosäuren in allen Sequenzen, „:“ die Substitution durch eine konservierte 
Aminosäure, „.“ die Substitution durch semi-konservierte Aminosäuren. Gleiche Farben 
kennzeichnen Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften. Aus Gründen der Übersichtlichkeit 
wurden nur die letzten 49 bzw. 51 Aminosäuren des TrkA-C-Terminus dargestellt. 
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4 Diskussion 
Neurotrophine und ihre Rezeptoren spielen eine unverzichtbare Rolle bei der 
Entwicklung und Erhaltung des Nervensystems. Besonders gut ersichtlich ist dies im 
Modell bei Knockout-Mäusen zu erkennen. Aber auch Patienten mit Mutationen in 
Genen, die für Neurotrophine oder ihre Trk-Rezeptoren codieren, liefern wichtige 
Erkenntnisse zu deren Bedeutung. 
 
4.1 Die Mutation R780P beeinträchtigt die Signaltransduktion der 
TrkA-Rezeptoren 
Greco et al. beschrieben 1999 in einer Kurzmitteilung die Mutation R780P am 
C-Terminus von TrkA und zeigten, dass die Phosphorylierung des Rezeptors nicht 
mehr erfolgte. Außerdem war keine Kinaseaktivität mehr feststellbar. So ging man 
anfänglich von einem kompletten Funktionsverlust des Proteins aus (Greco et al., 
1999). Von homozygot trkA-defizienten Mäusen war jedoch bekannt, dass diese 
Tiere bereits frühzeitig starben. Nur wenige dieser Tiere wurden älter als 28 Tage 
(Smeyne et al., 1994). Dies deutete darauf hin, dass der Funktionsverlust durch die 
Mutation R780P tatsächlich nicht so vollständig war, wie zunächst angenommen. 
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine Phosphorylierung von TrkA nach NGF-
Stimulation nicht nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich keine Aktivierung durch 
NT-3. Bei der Betrachtung von Effektoren fiel jedoch auf, dass PLCγ1 und Erk1/2 
nach NGF-Gabe trotzdem noch phosphoryliert wurden, wenn auch in reduziertem 
Maße. Eventuell wird dies durch die Bindung von PLCγ1 an TrkA ermöglicht. Zwar 
wurde festgestellt, dass PLCγ1 vornehmlich an den phosphorylierten Rezeptor 
binden sollte, durch die Mutation könnte jedoch eine Veränderung der Proteinstruktur 
erfolgen, welche die Bindung auch ohne Phosphorylierung erlaubt (Arévalo et al., 
2006). Da die Bindung von Shc an den mutierten Rezeptor vergleichbar dem wild-
typischen Rezeptor war, scheint dennoch nicht das gesamte Protein falsch gefaltet 
zu sein.  
Die Stimulation mit NT-3 führte trotz der Bindung von PLCγ1 an R780P nicht zu r 
PLCγ1-Phosphorylierung. Die Aktivierung von Erk1/2 war hier im Vergleich zur 
Stimulation mit NGF nochmals stark reduziert. Es ergab sich der Eindruck, als würde 
der pathogen mutierte Rezeptor NT-3-abhängig eine dominant-negative Wirkung 
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ausüben. Dies scheint auf den ersten Blick erstaunlich, da klinisch manifeste 
Erkrankungen von heterozygoten Trägern der Mutation bisher nicht beschrieben 
wurden. Jedoch könnten ihre Symptome womöglich subklinisch bleiben. Bei der 
Untersuchung von TrkA+/--Mäusen zeigten sich geringere Proteinmengen von TrkA 
und p75 in den SCGs, die sympathische Innervierung und die Anzahl sympathischer 
Neuronen schienen jedoch unverändert (Ghasemlou et al., 2004). Des Weiteren 
besteht im lebenden Organismus auch noch die Möglichkeit der Kompensation durch 
andere Mechanismen. So könnte ein durch fehlende NT-3-Wirkung bei der Entwick-
lung verursachter Rückstand möglicherweise später durch die Effekte von NGF auf 
die in reduzierter Anzahl vorhandenen wildtypischen Rezeptoren zumindest soweit 
wieder aufgeholt werden, dass keine Symptome auffallen. Nervus suralis- oder 
Hautbiopsien von Mutationsträgern könnten darüber Auskunft geben. 
Eine andere mögliche Erklärung für die fehlende Aktivierung von PLCγ1 durch NT-3 
könnte auch darin liegen, dass TrkA nach NT-3-Stimulation nicht internalisiert wird 
(Reichardt und Mobley, 2004). Die Aktivierung von Effektoren und die Auslösung von 
Signaltransduktionskaskaden sind immer auch von der Lokalisierung abhängig. So 
wird die MAPK-Kaskade hauptsächlich von Endosomen aus aktiviert (Markus et al., 
2002). Dazu passt jedoch nicht, dass NT-3-Gabe bei Transfektion der Y791A-
Mutante zur Phosphorylierung sowohl von Erk1/2 als auch in geringem Maße von 
PLCγ1 führt. Möglicherweise erfolgt diese Aktivierung über eine Transaktivierung, die 
durch R780P unterbunden wird. TrkB und TrkC können jedoch nicht dafür 
verantwortlich sein, da HEK293-Zellen keine endogenen Trk-Rezeptoren enthalten. 
Gleiches gilt für den Neurotrophinrezeptor p75 (T. Moises, Dissertation RWTH, 
2008). Experimente, bei denen der wildtypische Rezeptor mit R780P bzw. Y791A 
und die mutierten Rezeptoren zusammen exprimiert werden, könnten hierüber 
möglicherweise Aufschluss geben. 
 
4.2 Der intrazelluläre Transport der TrkA-Rezeptoren wird durch die 
Mutation R780P verändert 
Störungen der Signaltransduktion gehen oft mit Defekten des intrazellulären 
Proteintransports einher. Es ist auch bekannt, dass Defizite beim axonalen Transport 
zur Pathogenese verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen beitragen. Zum 
Beispiel verursachen Mutationen im Dynactingen eine distal akzentuierte neurogene 
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Muskelatrophie. Daneben werden sie mit amyotropher Lateralsklerose in 
Zusammenhang gebracht (Chevalier-Larsen und Holzbaur, 2006). Es stellt sich 
daher die Frage, ob R780P ein generelles Problem beim retrograden Transport 
verursachen könnte oder ob vielmehr spezifisch der retrograde Transport des 
mutierten TrkA-Rezeptors gestört ist. Letzteres ist wahrscheinlicher. Ähnlichkeiten 
könnten jedoch darin begründet sein, dass in beiden Fällen der retrograde Transport 
von Trk-Rezeptoren beeinträchtigt ist und deshalb nicht alle für das Überleben von 
Neuronen wichtigen zellulären Signaltransduktionswege ausgelöst werden können 
(Chevalier-Larsen und Holzbaur, 2006).  
Es ist allerdings wahrscheinlich, dass der Ubiquitinierungsstatus von R780P dessen 
Recycling zurück an die Oberfläche bestimmen könnte. Das 76 Aminosäuren lange 
Ubiquitin beeinflusst Aktivierung, intrazellulären Proteintransport und Degradation 
vieler Proteine. Polyubiquitinketten ab einer Länge von mindestens vier 
Ubiquitinuntereinheiten markieren Proteine für den Abbau durch das 26S-Proteasom 
(Welchman et al., 2005). Monoubiquitinierungen an einem oder mehreren 
Lysinresten hingegen sind unter anderem in Histon-Regulation und Endocytose 
involviert (Hicke, 2001). Die Verknüpfung von Ubiquitin mit einem Substratprotein 
oder einem bereits verknüpften weiteren Ubiquitin erfolgt ATP-abhängig an der 
ε-Aminogruppe eines internen Lysinrestes. Diese Reaktion erfolgt sequenziell über 
eine Enzymkaskade. Daran sind hauptsächlich Ubiquitin-aktivierende Enzyme (E1), 
Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2) und Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3) beteiligt 
(Ciechanover, 1998). 
Monoubiquitinierung ist ausreichend, um in Säugetierzellen Endocytose und 
lysosomalen Abbau zu induzieren. Für den EGF-Rezeptor wurde festgestellt, dass 
die Ubiquitinierung durch die Ubiquitin-Protein-Ligase Cbl zur Einsortierung des 
Rezeptors in die MVBs führt. Verwendet man hingegen dominant-negative Formen 
von Cbl, so wird der EGF-Rezeptor zwar immer noch internalisiert, es erfolgt jedoch 
kein effizienter Abbau mehr. Stattdessen recycelt der Rezeptor zurück zur 
Plasmamembran. Einen vergleichbaren Effekt verursacht die Inaktivierung von 
Tsg101 (tumor susceptibility gene 101, auch Vps23p). Dieses Protein kann mit 
ubiquitinierten Cargoproteinen interagieren und ist Bestandteil des ESCRT-I-
Komplexes. ESCRT-I, -II und –III befinden sich an der Oberfläche der MVBs und 
sorgen sequenziell für die Internalisierung von Cargo in diese Organellen. 
Wahrscheinlich aufgrund seiner Aufgabe bei der Einschleusung von Cargoproteinen 
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in den lysosomalen Abbauweg wirkt Tsg101 tumorsuppressiv. Findet anstelle von 
Abbau Recycling statt, verstärkt dies die Signaltransduktion (Babst, 2005; Marmor 
und Yarden, 2004). 
Für TrkA sind bisher zwei Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3) identifiziert worden: TRAF-6 
und Nedd4-2 (Arévalo et al., 2006; Wooten und Geetha, 2006). Nedd4-2 bindet, wie 
PLCγ, an die Autophosphorylierungsstelle Y791 von TrkA, allerdings im nicht 
phosphorylierten Zustand (Arévalo et al., 2006). Aufgrund der Mutation R780P wäre 
also eine Veränderung der Bindung von Nedd4-2 an TrkA R780P durchaus denkbar 
und in diesem Fall eine reduzierte Ubiquitinierung möglich. Analog zu den 
Beobachtungen mit EGFR und Cbl würde dies zu einer vermehrten Sortierung von 
R780P in recycelnde Endosomen führen. Das Recycling des Rezeptors sollte mit 
einer verstärkten Signaltransduktion einhergehen. Im Vergleich mit dem 
wildtypischen TrkA-Rezeptor ist dies nicht feststellbar. Vergleicht man jedoch die 
Aktivierung der Signaltransduktionswege durch R780P nach NGF- bzw. NT-3-Gabe, 
so ist die Phosphorylierung von PLCγ1 und Erk1/2 nach NGF-Stimulation höher. Die 
passende Erklärung hierfür wäre die Unfähigkeit zur Internalisierung von TrkA nach 
NT-3-Gabe. Da kein Recycling erfolgen kann, verringert sich die Aktivierung von 
PLCγ1 und Erk1/2 hier noch weiter.  
Der tatsächliche Ubiquitinierungsstatus von TrkA und seinen Mutanten konnte 
aufgrund widersprüchlicher Ergebnisse verschiedener Versuche im Rahmen dieser 
Arbeit mittels Immunpräzipitation leider nicht geklärt werden. Stattdessen könnte man 
jedoch eine Kotransfektion von TrkA mit markiertem Ubiquitin versuchen. Wird His6-
markiertes Ubiquitin in HEK293-Zellen unter der Kontrolle des endogenen 
Polyubiquitin-Vorläufer-Promotors exprimiert, so stellen sich physiologische Mengen 
des markierten Proteins ein. Dies verhindert Artefakte durch Überexpression (Hjerpe 
und Rodríguez, 2008). So wäre eventuell eine bessere Aufreinigung durch 
Immunpräzipitation und eine spezifische Detektion der Interaktionspartner möglich. 
Außerdem wäre es interessant, den Phosphorylierungsstatus der Ubiquitin-Protein-
Ligase Nedd4-2 näher zu untersuchen. Eine Regulation von Nedd4-2 durch TrkA 
scheint wahrscheinlich, da die NGF-Stimulation von PC12-Zellen TrkA-abhängig zur 
Phosphorylierung von Nedd4-2 führt. Außerdem bewirken steigende Konzentrationen 
von Nedd4-2 eine Abnahme der Menge an TrkA. Welche Auswirkungen diese 
Modifikation hat, ob dadurch vielleicht die TrkA-Ubiquitinierung verstärkt oder die 
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Affinität zu Substratproteinen verändert wird, ist jedoch noch nicht geklärt (Arévalo et 
al., 2006). 
Wie die Verringerung der Ubiquitinierung von Transmembranrezeptoren führt auch 
die Inhibition des proteasomalen Abbaus zum Recycling. Proteasomale Inhibitoren 
wie MG-132 und Lactacystin erhöhen zum Beispiel die Menge des LDL (low density 
lipoprotein)-Rezeptor-ähnlichen Proteins an der Zelloberfläche und verlängern seine 
Halbwertszeit (Melman et al., 2002). Analog dazu ergaben Untersuchungen von TrkA 
nach Lactacystinbehandlung, dass der Rezeptor nicht mehr lysosomal abgebaut 
wurde, sondern vielmehr zurück zur Oberfläche recycelte (T. Moises, Dissertation 
RWTH, 2008). Eine Erhöhung der TrkA-Menge nach Behandlung mit proteasomalen 
Inhibitoren muss also nicht zwingend auf einen Abbau durch das Proteasom hin-
deuten. Für R780P wurde gezeigt, dass die Stabilisierung durch MG-132-Behand-
lung zumindest teilweise auf Recycling zurückzuführen ist. Mutationen in Proteinen 
können jedoch zu Fehlfaltung und damit zum proteasomalen Abbau führen. Daher 
wäre es interessant zu klären, ob R780P weiterhin lysosomal abgebaut wird. 
Experimente in differenzierten PC12NNR5-Zellen, bei denen dies mithilfe eines 
lysosomalen Markers (LysoTracker Red DND-99, Invitrogen) verfolgt werden sollte, 
ergaben leider kein Ergebnis. Der Farbstoff wurde von den differenzierten Zellen in 
zu geringen Mengen aufgenommen. Alternativ könnte man jedoch versuchen, die 
Überprüfung mittels indirekter Immunfluoreszenz durchzuführen. Eine 
Kolokalisierung von R780P mit dem Lysosom-Marker Lamp1 wäre ein Hinweis 
darauf, dass die Mutante zumindest noch teilweise lysosomal abgebaut wird.  
Unabhängig von der hauptsächlichen Lokalisierung von TrkA an der Plasmamem-
bran oder in endosomalen Kompartimenten, fand sich in unseren Untersuchungen 
eine geringe Menge auch mit dem Nucleus assoziiert. Dies war sowohl für den 
wildtypischen Rezeptor als auch für seine Mutanten der Fall. Bereits seit längerem ist 
bekannt, dass sich NGF im Zellkern findet (Yankner und Shooter, 1979). Auch gibt es 
Nachweise für nukleäre NGF-Rezeptoren. Dabei handelt es sich jedoch wahrschein-
lich um p75 oder andere TNF-Rezeptoren, da die Detektion mit p75-spezifischen 
Antikörpern erfolgte. Die Rezeptoren hatten allerdings Größen von ca. 230 bzw. 
35 kDa (Rakowicz-Szulczynska et al., 1986; Rakowicz-Szulczynska et al., 1988). 
TrkA war zur Zeit dieser Untersuchungen noch nicht als spezifischer NGF-Rezeptor 
identifiziert. Die Annahme, dass TrkA auch im Nukleus zu finden sein könnte und dort 
möglicherweise als Transkriptionsfaktor fungiert, ist daher nicht abwegig. Für den 
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EGF-Rezeptor konnte eine nukleäre Lokalisierung und eine Funktion als Trans-
kriptionsfaktor bereits gezeigt werden (Lin et al., 2001). Nährere Untersuchungen 
bezüglich der Rolle von TrkA als Transkriptionsfaktor wären daher interessant. 
 
4.3 Die Mutation R780P vermindert die Stabilität von TrkA-
Rezeptoren 
Frühere Untersuchungen zur Proteinstabilität hatten ergeben, dass der reife TrkA-
Rezeptor in PC12-Zellen eine Halbwertszeit von t½=138 ± 4 min hat. Diese verkürzt 
sich nach NGF-Stimulation auf t½=86 ± 8 min. Die Verweilzeit an der Zelloberfläche 
ist in beiden Fällen sogar noch geringer, nämlich t½=100 ± 12 min ohne NGF-Gabe 
und t½=35 ± 1 min nach Stimulation (Jullien et al., 2002). In anderen Zellkultur-
systemen und durch Überexpression können diese Zeiten wesentlich verändert sein. 
Gerade Überexpression kann zu einer Überladung der endocytischen Maschinerie 
führen und so die Lebenszeit der Rezeptoren verlängern (Marmor und Yarden, 
2004). In der vorliegenden Arbeit wurde die Stabilität von TrkA und der pathogenen 
TrkA-Mutante R780P in HEK293-Zellen untersucht. Dabei wurde nicht nur die 
Stabilität ohne Behandlung beobachtet, sondern auch nach NGF- bzw. NT-3-Gabe. 
Ein verlangsamter Abbau von TrkA nach Überexpression in HEK293-Zellen war 
tatsächlich zu beobachten. Der unstimulierte wildtypische Rezeptor wurde nach einer 
Stunde kaum noch abgebaut. Die Menge an Rezeptor stabilisierte sich bei ca. 60 % 
der Ausgangsmenge. Möglicherweise ist dies ein Nebeneffekt der Überexpression. 
Hohe Rezeptorkonzentrationen auf der Oberfläche können Autoaktivierung verur-
sachen und zur Internalisierung führen (Hempstead et al., 1992). Dadurch wird die 
Rezeptorkonzentration an der Oberfläche geringer und es kann keine Auto-
aktivierung mehr stattfinden. Internalisierung erfolgt kaum noch und der Abbau wird 
verlangsamt. R780P wird hingegen nicht stabilisiert. Obwohl eine Autoaktivierung, 
wie durch die fehlende TrkA-Phosphorylierung gezeigt, nicht möglich sein sollte, wird 
der Rezeptor schnell abgebaut. Dies könnte möglicherweise ein Hinweis auf 
Faltungsprobleme und einen nicht-lysosomalen Abbauweg sein. Allerdings konnte in 
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Shc immer noch an Y496 von R780P 
binden konnte. In geringerem Maße gilt dies auch für die PLCγ1-Bindung an Y791. 
Eine komplette Fehlfaltung der intrazellulären Domäne scheint daher 
unwahrscheinlich. 
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Die Behandlung mit Neurotrophinen scheint den Abbau von TrkA geringfügig zu 
verzögern. Möglicherweise führt die Bindung zu einer Stabilisierung, da zur 
Anschaltung der Signaltransduktionswege die aktive Konfirmation gewährleistet sein 
muss. Ohne Ligand kann die Rezeptorphosphorylierung nicht aufrechterhalten 
werden (Ye et al., 2003). Nach zwei Stunden ist eine geringere Menge an wild-
typischem Rezeptor übrig als ohne Stimulation. Dabei ist es nicht erheblich, ob mit 
NGF oder mit NT-3 behandelt wurde. Dies könnte der planmäßigen Abschaltung der 
Signaltransduktion durch TrkA dienen. Der mutierte TrkA-Rezeptor R780P verhält 
sich nach NT-3-Gabe vergleichbar dem wildtypischen TrkA-Rezeptor. Es ist bekannt, 
dass dieser Ligand nicht zur Internalisierung führt, was den Effekt aber nicht 
ausreichend erklärt. So könnte die Bindung von NT-3 möglicherweise die Aufnahme 
von TrkA aktiv verhindern, denn die Proteinstabilitäten von R780P sind ohne 
Neurotrophin-Gabe und nach NGF-Stimulation vergleichbar. Der Abbau scheint also 
nicht zwingend eine Reaktion auf die NGF-Stimulation zu sein, sondern vielmehr 
nach den gleichen Mechanismen abzulaufen wie ohne NGF-Gabe. 
Die Reifung des Rezeptors hängt wie seine Stabilität ebenfalls vom Zellhintergrund 
ab. In PC12-Zellen ist die 140 kDa-Form die einzige, die an der Oberfläche der 
Zellen zu finden ist (Jullien et al., 2002). In COS-7-Zellen findet sich hingegen 
hauptsächlich die 110 kDa-Form des TrkA-Rezeptors (Ross et al., 1996). Der 
Rezeptor reift zum einen durch die N-Glycosylierung im Bereich der extrazellulären 
Domäne zur 110 kDa-Form. Zum anderen erfolgt die Sialylierung dieser Ketten, 
wodurch die 140 kDa-Form entsteht (Jullien et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit 
wurden HEK293-Zellen verwendet. Hier konnten sowohl die 110 kDa- als auch die 
140 kDa-Form auf der Oberfläche nachgewiesen werden. Die vorherrschende Form 
scheint jedoch ein Molekulargewicht von 110 kDa zu besitzen, weswegen der Abbau 
dieses Proteins hier näher charakterisiert wurde. 
 
4.4 Das Neuritenwachstum wird durch die Mutation R780P stark 
reduziert 
Wie bereits dargelegt, ist die Innervierung der Zielgebiete ein wichtiger Schritt in der 
Entwicklung des Nervensystems. Durch die reduzierte Aktivierung von Erk1/2 in mit 
R780P transient transfizierten Zellen war eine negative Beeinflussung der 
Zelldifferenzierung bzw. des Neuritenwachstums wahrscheinlich und konnte im 
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Zellkulturmodell auch nachgewiesen werden. Dies passt zu Befunden von an CIPA 
leidenden Patienten, bei denen die Schweißdrüsen sowie die Haut nicht innerviert 
sind (Indo, 2002).  
Zusammengenommen führten diese Erkenntnisse zu einem Modell, bei dem die 
Mutation R780P bewirkt, dass der TrkA-Rezeptor nicht mehr phosphoryliert werden 
kann (Abb. 32). Dies stört die Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden und 
schränkt das Neuritenwachstum ein. Zusätzlich könnte eine verminderte 
Ubiquitinierung, verursacht durch die verschlechterte Bindung von Nedd4-2, zum 
Recycling des Rezeptors führen. Dadurch kann ein Mindestmaß an Aktivierung von 
Effektoren aufrechterhalten werden. Der Abbau erfolgt dann beschleunigt lysosomal 
oder proteasomal, wobei das Steadystate-Niveau des Rezeptors jedoch vergleichbar 
mit dem des Wildtyps ist. Die Menge an Rezeptor könnte letztendlich über einen 
Feed-back-Zyklus reguliert werden, so dass die verminderte Aktivierung von 
Effektoren als Signal für die vermehrte Transkription wirkt. 
 
4.5 Die Mutation R780P verbessert die Überlebensfähigkeit 
transfizierter Zellen 
Bei der Untersuchung der Viabilität transient mit GFP-TrkA bzw. seinen Mutanten 
transfizierten Zellen stellte sich heraus, dass ihre Lebensfähigkeit durch R780P im 
Vergleich zum wildtypischen Rezeptor und zu Y791A verbessert war. Entsprechend 
war das Maß an Nekrose geringer. Ein Teil der Zellen starb dabei bereits durch die 
Prozedur der Transfektion.  
Nekrose wurde früher als eine passive und unkontrollierte Form des Zelltodes 
angesehen, die hauptsächlich durch Reize wie toxische Substanzen oder 
physikalischen Stress verursacht wird. In diesem Falle könnte die Zellpräparation vor 
der durchflusszytometrischen Untersuchung Nekrose verursachen. Heutzutage wird 
jedoch davon ausgegangen, dass auch Nekrose eine Form des programmierten 
Zelltodes sein kann, die vor allem, wenn auch nicht ausschließlich, bei Inhibition der 
Apoptose, zum Beispiel durch Viren oder Tumormutationen, auftritt (Edinger und 
Thompson, 2004). So zeigt beispielsweise das natürlich auftretende Absterben von 
Motoneuronen Charakteristiken von Nekrose (Yuan et al., 2003).  
Zelltod durch Apoptose ist in neuronalen Zellen besser charakterisiert und erfolgt 
üblicherweise über die Aktivierung von Caspasen. Apoptose tritt unter anderem 
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Abb. 32: Modell der Wirkung der pathogenen Mutation R780P des TrkA-Rezeptors im 
Zellkultursystem 
Weder NGF- noch NT-3-Stimulation führen zu einer Phosphorylierung von TrkA R780P. 
Trotzdem können noch Signaltransduktionswege durch den Rezeptor aktiviert werden, wenn 
auch in geringerem Maße. Sichtbar wird dies durch die Phosphorylierung von Erk1/2. PLCγ1 
wird nur nach NGF- nicht nach NT-3-Stimulation aktiviert. Durch die Einschränkung der 
Signaltransduktion ist der Rezeptor nicht mehr in der Lage, in effizienter Weise das 
Neuritenwachstum zu fördern. Nach NGF-Gabe wird der Rezeptor internalisiert. Allerdings 
erfolgt eine Sortierung in recycelnde Endosomen, so dass TrkA R780P zurück an die 
Plasmamembran gelangt. Gleichzeitig ist die Lebensdauer reduziert, was auf einen höheren 
Umsatz des Rezeptors hindeuten könnte. Ob der Abbau im Lysosom oder über das 
Proteasom erfolgt, muss noch durch weitere Studien geklärt werden. 
P = Phosphorylierung, Ub = Ubiquitinierung 
 
 
infolge von Neurotrophinentzug auf. Sie stellt bereits in der Entwicklung des 
Nervensystems einen kritischen Prozess dar, der die neuronale Zellzahl dem zu 
innervierenden Zielgebiet anpasst. Neurone, die nicht durch Neurotrophine stimuliert 
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werden, sterben. Es konnte jedoch in TrkA-/--Mäusen gezeigt werden, dass die 
Deletion des Caspase-Aktivators Apaf-1 nicht ausreicht, um den Tod von 
embryonalen peripheren Neuronen zu verhindern. Dies deutet auf einen alternativen 
Caspase-abhängigen oder -unabhängigen Mechanismus des Zelltodes hin (Yuan et 
al., 2003). 
Eine mögliche Ursache für den vermehrten Zelltod durch Nekrose der mit dem 
wildtypischen TrkA-Rezeptor oder mit Y791A transfizierten Zellen könnte sein, dass 
diese Zellen einen neuronalen Phänotyp annehmen und dadurch empfindlicher 
gegenüber Stress werden. Transfektion mit R780P fördert hingegen nicht die 
neuronale Differenzierung. Weitere Experimente müssen zeigen, ob die Stimulation 
der Zellen mit NGF, NT-3 oder auch mit diesen beiden Neurotrophinen zusammen 
den Zelltod verhindert. 
Eine weitere mögliche Ursache für Unterschiede wäre die Beeinflussung der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration durch TrkA und seine Mutanten, da die 
Freisetzung von großen Ca2+-Mengen aus dem endoplasmatischen Retikulum zu 
Nekrose führen kann (Yuan et al., 2003). Von PLCγ ist bekannt, dass es zur 
Freisetzung von Ca2+ führt (Huang und Reichardt, 2003). Durch die Überexpression 
von TrkA könnten möglicherweise zu große Mengen in die Zelle entlassen werden. 
Entsprechend könnte R780P das Freiwerden von Ca2+ nicht zulassen. Wie dazu 
allerdings das vergleichbar hohe Maß an Nekrose in mit wildtypischem Rezeptor 
bzw. mit Y791A tranfizierten Zellen passt, muss erst noch geklärt werden. Möglicher-
weise ist dies über die trotz der Mutation Y791A noch teilweise aktiven Signal-
transduktionswege möglich. Aufschluss darüber könnte eventuell die Messung der 
Ca2+-Konzentration in der Zelle bringen. Dies ist vergleichsweise einfach mittels der 
Zugabe von Fura-2-acetoxymethylester möglich. Dieses lipophile Reagenz kann 
ohne die Beschädigung der Zellmembran ins Zellinnere gelangen. Dort bewirkt die 
Aktivität von Esterasen, dass die Bindung von Ca2+ an das fluoreszente Fura-2 
ermöglicht wird. Diese Bindung verschiebt die Anregungswellenlänge von Fura-2 von 
380 nm auf 340 nm, während die Emmisionswellenlänge unverändert bleibt. Die 
Emissonsrate ist der Ca2+-Konzentration direkt proportional, wodurch die Ab-
schätzung der intrazellulären Ca2+-Konzentration möglich wird (Hayashi und Miyata, 
1994). 
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4.6 R780 ist wichtig für die Funktion von TrkA 
Wie die bioinformatischen Analysen offenbarten, spielt R780 eine spezifische Rolle 
für TrkA, obwohl es generell nicht zwingend für die Aktivität von Y791 erforderlich zu 
sein scheint. Andere Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wie zum Beispiel die paralogen 
Rezeptoren TrkB und TrkC, besitzen an homologer Stelle keinen benachbarten 
Argininrest. Außerdem zeigte die Untersuchung der Differenzierungsfähigkeiten, 
dass der Austausch von R780 eine ganz andere Wirkung hatte als die Inaktivierung 
der Autophosphorylierungsstelle Y791. 
TrkA R780 ist bei Vertebraten jedoch stark konserviert. Die Orthologen zeigen auch 
bei einer Identität von nur noch 58 % (Danio rerio) den Argininrest an homologer 
Stelle. Allerdings gewinnt diese Position erst bei den Wirbeltieren an Bedeutung. Die 
Trk-Rezeptoren der Invertebraten zeigen keine Konservierung. Dies deutet darauf 
hin, wie wichtig R780 für die spezifische Funktion von TrkA bei höher entwickelten 
Organismen wird. Für die Funktion eines einzelnen, allgemeinen Trk-Rezeptors 
scheint R780 hingegen keine wesentliche Bedeutung zu haben. Ein hohes Maß an 
Konservierung ist für viele bei CIPA-Patienten durch Punktmutationen betroffene 
Positionen gegeben. Die CIPA-Mutation R780P stellt durch ihren Austausch eines 
Arginin- gegen einen Prolinrest aufgrund der zyklischen Struktur des letzteren eine 
vergleichbar große Veränderung dar. Offenbar führt diese Mutation aber nicht zu 
einer kompletten Änderung der intrazellulären Faltung, da Shc unverändert an den 
mutierten Rezeptor binden kann.  
TrkA-Mutationen sind auch in verschiedenen Tumoren nachgewiesen worden. Dort 
fand man eine weitere Mutation an Position 780, bei welcher der Arginin- gegen 
einen Glutaminrest ausgetauscht war (Greenman et al., 2007). Auf DNA-Ebene 
bedeutet dies eine G>A-Transition, während die CIPA-Mutation durch eine G>C-
Transversion entsteht. Ein ursächlicher Zusammenhang zwischen der TrkA-Mutation 
R780Q und der Krebsentstehung kann bisher nicht sicher angenommen werden.  
 
4.7 Ausblick 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Punktmutation R780P wesentliche 
Auswirkungen auf die Signaltransduktion und den intrazellulären Proteintransport des 
TrkA-Rezeptors hat. Sowohl die Stimulation durch NGF als auch die durch NT-3 sind 
stark eingeschränkt. Es wäre interessant zu untersuchen, ob weitere CIPA-
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verursachende Mutationen die gleichen Auswirkungen haben. Für viele konnte bisher 
eine fehlende Phosphorylierung von TrkA gezeigt werden, weshalb ein Funktions-
verlust des Rezeptors angenommen wurde (Indo, 2002). Die nachgeordneten Signal-
transduktionswege wurden dabei nicht betrachtet und auch der intrazelluläre 
Transport des Rezeptors ist bisher nicht näher untersucht worden. So wäre es 
besonders interessant zu wissen, ob der mutierte Rezeptor generell recycelt und 
einige Effektoren zumindest eingeschränkt weiterhin stimulieren kann. Dies könnte 
von Art und Lage der Mutation abhängig sein. 
Als nächster Schritt wäre die Herstellung einer transgenen Maus denkbar, welche die 
pathogene Mutation des TrkA-Rezeptors R780P trägt. An diesem in vivo-Modell 
könnte untersucht werden, inwieweit Embryonalentwicklung und Lebensdauer der 
Tiere beeinträchtigt sind und welchen Einfluss die Mutation auf die Innervierung der 
Zielgebiete hat. Histologische Färbungen könnten zeigen, ob und in welchem Maße 
TrkA in unterschiedlichen Geweben exprimiert wird. Diese Ergebnisse könnten mit 
jenen von TrkA-/-- und TrkA+/--Mäusen verglichen werden (Ghasemlou et al., 2004, 
Smeyne et al., 1994). 
Die an gleicher Position auftretende Mutation R780Q wirft weitere Fragen auf 
(Greenman et al., 2007). Üblicherweise werden Krebserkrankungen mit einer zu 
starken Aktivität von TrkA assoziiert (Lagadec et al., 2009). Insofern wäre eine 
Analyse, ob diese Mutation die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors weiterhin 
ermöglicht oder vielleicht sogar zu einer Hyperphosphorylierung führt, interessant. 
Auch ein Recycling des Rezeptors anstatt des lysosomalen Abbaus, wie für 
Mitglieder der ErbB-Familie von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen gezeigt, wäre denkbar 
(Marmor und Yarden, 2004). 
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6 Anhang 
6.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
A Absorption 
Abb. Abbildung 
Akt/PKB Proteinkinase B 
AMP Adenosinmonophosphat 
Apaf-1 engl. Apoptotic protease-activating factor 1 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
AS Aminosäure 
ATP Adenosintriphosphat 
BAD engl. Bcl2-antagonist of cell death protein 
Bax engl. Bcl-2-like protein 4, apoptosis regulator 
Bcl B-cell lymphoma 
BDNF engl. Brain-derived neurotrophic factor 
bp Basenpaare 
BSA engl. Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin 
bzw. Beziehungsweise 
C3G engl. Crk SH3-binding GNRP 
ca. Zirka 
Cbl engl. Casitas B lymphoma protein 
CCV engl. Clathrin coated vesicles 
cDNA engl. Complementary DNA, komplementäre DNA 
CHK Csk-homologe Kinase 
CHX Cycloheximid 
CIPA engl. Congenital insensitivity to pain with anhidrosis 
CMV Cytomegalievirus 
CREB engl. Cyclic AMP-responsive element binding protein 
Crk engl. Chicken tumor nr. 10 regulator of kinase 
Da Dalton 
DAG 1,2-Diacylglycerin 
DMEM engl. Dulbecco’s modified eagles medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
DRG engl. Dorsal root ganglion 
DTT Dithiothreitol 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor 
Elk1 engl. ETS domain-containing protein 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ErbB engl. Erythroblastic leukaemia viral oncogene homolog 
Erk engl. Extracellular signal-regulated kinase 
ESCRT engl. Endosomal sorting complex required for transport 
et al. lat. et alii (Maskulinum), et aliae (Femininum), und andere 
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FACS engl. Fluorescence activated cell sorting 
FBS engl. Fetal bovine serum, fötales Rinderserum 
FKHRL1 engl. Forkhead in rhabdomyosarcoma-like 1 
Frs2 engl. Fibroblast growth factor receptor substrate 2 
Gab1 engl. Grb2-associated-binding protein 1 
GDP Guanosindiphosphat 
GEF engl. Guanine nucleotide exchange factor 
GFP Grün-Fluoreszierendes Protein 
Grb2 engl. Growth factor receptor-bound protein 2 
GTP Guanosintriphosphat 
HA Influenza-Virus Hämagglutinin-Epitop 
HEK293 engl. human embryonal kidney 293 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsäure 
HRP engl. Horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase 
HSAN Hereditäre sensorische und autonome Neuropathie 
IF Immunfluoreszenz 
Ig Immunglobulin 
IP Immunpräzipitation 
IP3 Inosit-1,4,5-trisphosphat 
IκB Inhibitor kappa B 
k Kilo 
kDa Kilodalton 
LB Luria-Bertani (Vollmedium für E. coli) 
LDL engl. Low density lipoprotein 
m Milli 
M Molar 
µ Mikro 
MAPK engl. Mitogen-activated protein kinase 
MEF2 engl. Myelin expression factor 2 
MEK MAPK/Erk-Kinase 
MEKK MEK-Kinase 
MG-132 Carboxybenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal 
min Minute 
MVB engl. Multivesicular body 
n Nano 
Nedd4-2 engl. Neural precursor expressed, developmentally downregulated 4-2 
NF-κB Nukleärer Faktor kappa B 
NGF engl. Nerve growth factor, Nervenwachstumsfaktor 
NT Neurotrophin 
OD Optische Dichte 
ORF engl. Open reading frame, offenes Leseraster 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS engl. Phosphate buffered saline 
PC12 Pheochromocytoma12 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
Pers. Persönlich 
pH Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration 
PI Propidiumiodid 
PI(4,5)P2 Phosphatidylinosit-(4,5)-bisphosphat 
PI3K Phosphatidylinosit-3-Kinase 
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PKC Proteinkinase C 
PLCγ Phospholipase C gamma 
PNS Peripheres Nervensystem 
Pol Polymerase 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
Raf engl. Rat fibrosarcoma 
Rap engl. Ras-related protein 
Ras engl. Rat sarcoma 
rpm engl. Rounds per minute, Umdrehungen pro MInute 
RPMI engl. Roswell Park Memorial Institute-Medium 
RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase 
SCG engl. Superior cervical ganglion 
SDS Natriumdodecylsulfat 
sek. Sekunde 
Shc engl. Src homology 2 domain-containing-transforming protein C 
Shp2 engl. SH2-domain-containing tyrosine phosphatase 2 
SOS engl. Son of sevenless 
Src engl. v-Src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog/ 
Rous sarcoma oncogene protein 
TBE Tris-Borat-EDTA 
TBS engl. Tris buffered saline 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TM Transmembrandomäne 
TNFR Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor 
TRAF-6 Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Trk engl. Tropomyosin related kinase 
Tsg101 engl. Tumor susceptibility gene 101 
Tween-20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat 
UV Ultraviolett 
(v/v) Volumen/Volumen-Verhältnis (volume/volume) 
Vps engl. Vacuolar protein sorting 
VR1 engl. Vanilloid receptor 1 
(w/v) Masse/Volumen-Verhältnis (weigth/volume) 
WB Western Blot 
ZNS Zentrales Nervensystem 
 
 
 
Für Mengen-, Größen-, Zeit- oder andere physikalische Angaben wurden SI- 
(internationales Einheitssystem) oder gesetzliche Einheiten gewählt. Aminosäuren 
wurden mit dem international gebräuchlichen Ein- bzw. Dreibuchstabencode 
abgekürzt.  
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